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1. Uvod

Tato prace navazuje na diplomovou praci a pokracuje ve vyzkumu flavonoidi

méfenim a porovnavanim jejich chelata¢ni aktivity.

Méd patii do skupiny stopovych prvkia. O jeji potiebé dnes jiZz nejsou
pochybnosti. Je nezbytnou soucasti naSeho organismu. Jeji denni piijem je maly,
pohybuje se pouze v miligramovém mnozstvi. Nejcastéji je V organismu soucasti

riznych proteind, které plni enzymatickou funkci.

V naSem organismu bézn¢ vznikaji reaktivni formy kysliku a dusiku avSak ve
vysSich koncentracich mohou byt pficinou oxidac¢niho stresu. Jejich nadmérnd tvorba
souvisi scelou fadou onemocnéni a pravé v této souvislosti hledame uc¢inné
antioxidanty. Flavonoidy, sekundarni metabolity rostlin, vykazuji antioxida¢ni aktivitu,

ktera vede ke snizovani volnych radikalt riznymi mechanismy.

Flavonoidy jsou piirozené¢ se vyskytujici fenolické slouceniny, které jsou
studovany zejména pro své antioxidacni u€inky. Jsou zndmy 1 svymi dal$imi
vlastnostmi jako je antiproliferativni, antimikrobni a antialergicky ucinek nebo
protizanétliva aktivita. Jsou taktéz spojovany s poklesem vyskytu kardiovaskularnich a
neurodegenerativnich chorob. Flavonoidy za urcitych podminek mohou mit prooxida¢ni

aktivitu, ktera mtze vést k produkei radikalu.



2. Cil prace

Cilem této rigorézni prace je zméfit redukéni aktivitu vybranych flavonu
(mosloflavon, luteolin, apigenin, chrysin, diosmin, 5-hydroxyflavon, baikalein, baikalin,
negletein, apigenin-7-glukosid) pii riznych pato/fyziologicky vyznamnych pH a pievést
ji do grafu, nasledné uvést statistickou vyznamnost zpracovanou pomoci Bonferroniho
post testu. Na zavér je ticba u testovanych flavonu odvodit vztahy mezi strukturou

hodnocenych latek a jejich schopnosti redukovat méd’naté ionty.



3. Teoreticka cast

3.1. Volné radikdly a oxidacni stres

Castice se nazyva volny radikal, pokud atom nebo molekula obsahuje alespori
jeden orbital s neparovym elektronem. VétSina biomolekul nejsou radikaly, protoze
obsahuji orbitaly pln¢ obsazené dvéma elektrony. Obecné plati, Ze radikaly jsou vysoce
reaktivni Castice, protoze se snazi si doplnit parovy elektron a tak jsou schopné rychle se
navazat na jinou strukturu nebo elektron ptedat jiné molekule ¢i ji ho odejmout. Vznik
radikalu mtize byt iniciaci celého fetézce dalsich reakei. V organismu bézné vznika fada
reaktivnich forem kysliku (ROS) a reaktivnich forem dusiku (RNS). Tyto ¢astice maji
znaény fyziologicky i patogeneticky vyznam a mohou piisobit i toxicky (Stipek 2000).
Ve fyziologickych koncentracich se uplatiuji ve funkci intracelularnich posli (Daiber et
al. 2013). Pokud se vSak volnych radikald nahromadi v organismu velké mnozstvi,
muze dochézet k poSkozeni duilezitych biomolekul (Mira et al. 2002), tkani, nasledné

K buné¢né smrti nebo se mohou rozvinout rizné choroby (Singh et al. 2014).

Mezi nejznaméjsi reaktivni formy kysliku patii superoxid O2* a hydroxylovy
radikal HO®, z reaktivnich forem dusiku to jsou oxid dusnaty NO® a oxid dusi¢ity NO°.
Mezi nejvice prostudovany patii NO®, ktery pusobi jako vyznamny vasodilatator
(Daiber et al. 2013). Peroxid vodiku neni radikalem, ucastni se vSak jeho vzniku.
Reakce samotného peroxidu vodiku s biomolekulami jsou pomalé, ale v pfitomnosti
piechodnych kovil (dvojmocné Zelezo Fe?* nebo jednomocnd méd’ Cu*) se peroxid
vodiku pohotové redukuje podle rovnice 1. Touto Fentonovou reakci vznika vysoce
toxicky hydroxylovy radikél (Stipek 2000). Tonty Zeleza (Fe?*) nebo médi (Cu*), které
katalyzuji Fentonovu reakci se mohou tvofit v pfitomnosti superoxidového radikalu
(Rovnice 2) nebo i jiného biologického redukéniho ¢inidla jako kyselina askorbova

nebo glutathion (Jomova a Valko 2011).
Cu* + H,02 — Cu?" + OH®* + OH ~

Rovnice 1. Fentonova reakce



Cu*+0,* — Cut+ O

Rovnice 2. Redukce médi

Piechodné kovy jako méd’ a Zelezo se tedy vyznamné Gc¢astni vzniku reaktivnich
forem kysliku, jen pokud nejsou vazany v bezpecnych depozitnich forméch, jako je
7elezo ve feritinu a transferinu nebo méd v ceruloplazminu (Stipek 2000). Volné
radikaly se miizou zapojit do neptiznivych reakci, jako je modifikace proteind, lipidi a
nukleovych kyselin. Jejich kumulace vede k oxidacnimu stresu a poskozeni bunky

(Bertinato a Abb¢é 2004).

Oxidac¢ni stres vznikd nadmérnou tvorbou reaktivnich forem kysliku a dusiku
nebo poklesem antioxida¢ni obrany organismu. Neboli oxida¢ni stres je relativni
pfevaha ROS a RNS nad antioxidaéni kapacitou. Oxidacéni stres vyznamné ptispiva ke
vzniku nédorl, plsobi mutace DNA, poSkozuje makromolekuly a tkané (Holecek
2010). Kardiovaskularni a neurodegenerativni choroby jsou typickym projevem
oxidac¢niho stresu (Daiber et al. 2013).

Antioxida¢ni ochranny systém organismu je komplexni a zahrnuje nespocet
mechanismi, naptiklad odstranéni superoxidu superoxiddismutazou (SOD) a peroxid
vodiku katalazou nebo tadu dalSich neenzymovych vychytavacu (vitamin E a vitamin
C). Dale to mize byt jiz zminéné skladovani ionti kovi v depozitnich proteinech

(Fisher a Naughton 2005).

3.2. Méd’ v lidském organismu

Kazdy zivy organismus se skladd z biogennich prvki, coz jsou uhlik, vodik,
kyslik a dusik. Dal§i nezbytné prvky jsou minerdlni latky. V fddové nizsich
koncentracich se v lidském téle nachazeji stopové prvky (Kudlova et al. 2009). Méd’ je
esencidlni stopovy prvek nezbytny pro Sirokou Skalu bunéénych a molekularnich
procest (Wijmenga a Klomp 2004). Obsah médi v organismu je asi 80-120 mg. Jeji

denni pfisun potravou je pfiblizné 2,5 mg/den (Masopust a Prisa 1999).



Homeostaza médi je definovana jako kontrola rovnovahy mezi jeji nezbytnosti a
toxicitou. Zahrnuje rizné mechanismy jako vychytavani, distribuce, skladovéani a

exkrece (Wijmenga a Klomp 2004).

3.2.1. Farmakokinetika médi

Z traviciho ustroji ¢lovéka se denné vstfeba asi 1 mg tohoto prvku a stejné
mnozstvi se vylouci zlu¢i. Absorbovana méd’ se navaze v plazmé na albumin a pfenese
se do jater. Hepatocyty syntetizuji glykoprotein ceruloplazmin, jehoz molekula navéaze
Sest atoml médi. V této formé je ceruloplazmin uvolnén do plazmy a méd’ je piedana
podle potieby riznym tkdnim, kde se inkorporuje do jinych proteinii a enzymil.
Ceruloplazmin v téle vaze asi 95 % t&lesné médi (Stipek 2000). Jen malé mnozstvi médi
zUstane vazano na albumin a to mize mit vliv na toxicitu tohoto prvku (Barceloux
1999).

3.2.2. Biologicky vyznam médi

M¢d se v organismu uplatiiuje jako nedilna soucast nékterych enzymi konkrétné
jako kofaktor. Kofaktory jsou vyzadovany v mnoha rozmanitych biologickych
procesech (Bertinato a Abbé 2004). Zrovna tak muze byt méd vznikla Vv redoxnich
reakcich pficinou tvorby nebezpecnych reaktivnich radikald a oxidacniho stresu a vést
k poskozeni lipidd, proteini a nukleovych kyselin (Ding et al. 2011). Oxidacni
poskozeni DNA je spojovano se vznikem rakoviny, stdrnutim, neurodegenerativnimi

chorobami nebo kardiovaskularnimi nemocemi (Perron a Brumaghim 2009).

Meéd je soucasti superoxiddismutazy (SOD), ktera hraje zasadni roli
v antioxida¢ni ochrané organismu proti volnym radikalim (Wijmenga a Klomp 2004).
Pomoci superoxiddismutazy (Rovnice 3) se odstranuje superoxidovy radikal (Jomova a
Valko 2011).

202°" +2H" — H0, + 02

Rovnice 3. Pisobeni superoxiddismutazy
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Dalsi uplatnéni médi je v transportu Zeleza. Slouc¢enina médi ceruloplazmin ma
ferroxidazovou aktivitu. Ceruloplazmin (CP) je tedy nutny k oxidaci dvojmocného
Zeleza na trojmocné bez vedlejsi produkce ROS (Rovnice 4). Oxidace Zeleza je
podminkou pro presun zeleza ze zdsob na transferin. Méd’ hraje dilezitou ulohu
v udrzovani homeostazy Zeleza (Stipek 2000), je taktéZ dulezitd pro syntézu hemu a

absorpci zeleza (Barceloux 1999).
CP-Cu?* + Fe** — CP-Cu* + Fe*

Rovnice 4. Oxidace Zeleza

3.3. Flavonoidy

Flavonoidy reprezentuji velkou skupinu polyfenolovych sloucenin. Jsou to
vSudyptitomné sekunddrni metabolity rostlin, které jsou neoddélitelnou soucasti nasi
stravy (Riha et al. 2014). Jejich primérny denni piijem tvofi okolo 3 az 70 mg
Vv zavislosti na druhu a slozeni lidské stravy (Manach et al. 1997). Zdroj z potravy a
biologickd dostupnost flavonoidi jsou siln€ ovlivnény druhem rostliny, jejim rlstem,

sezdnou, svétlem, zralosti nebo typem piipravy pokrmu (Aherne a O'Brien 2002).

Jejich zékladnim skeletem je fenylchroman (Obr. 1), ktery vytvaifi mnoho
substituci na obou benzenovych kruzich (Pegkal et al. 2011). Mnoho in vitro, in vivo
vyzkumi a nékteré epidemiologické studie ukazuji Siroké spektrum biologickych

uginkd podporujicich zdravi (Riha et al. 2014).

Obrazek 1. Zakladni struktura flavonoida
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3.3.1. U¢inky flavonoidii

Nejvice farmakologickych ucink flavonoidli je spojovano S antioxidacnim
potencialem (Sugihara et al. 1999). Flavonoidiim jsou piipisovany i jiné biologické
antiprotozoalni, spasmolyticka, protinddorova a imunomodula¢ni aktivita (Singh et al.
2014). K dalsim jejich G¢inkim muzeme fadit antiaterogenni, antiosteoporoticky a

hepatoprotektivni Gcinek (Silva et al. 2002).

3.3.2. Antioxidacni ucinky flavonoidii

Mnoho metabolickych cest mlize vytvaiet vysoce reaktivni hydroxylovy radikal
nebo jiné ROS a RNS a tento stav je kontrolovan antioxida¢nimi mechanismy (Perron a
Brumaghin 2009). Flavonoidy jsou ptirodnimi antioxidanty, které plisobi mechanismem
ptimého vychytavani volnych radikali v zavislosti na volnych hydroxylovych
skupinach. Nebo mohou chelatovat ionty piechodnych kovi (méd, zelezo) a tim
snizovat jejich moznost Gcastnit se reakci vedouci ke vzniku radikala (Yao et al. 2004).
Tvorba chelatu (Obr. 2) se mize uskuteChiovat mezi 5-hydroxyskupinou a
4-karbonylovou skupinou, dal$i chelataéni misto je mezi 3-hydroxyskupinou a
karbonylovou skupinou v poloze 4 nebo muze Kk navazani médi dojit mezi
hydroxylovymi skupinami v poloze 3" a 4’ nakruhu B. Dal§im antioxida¢nim
mechanismem je inhibice enzymi podilejicich se na tvorbé ROS naptiklad enzym
xantinoxidaza (XO), NADPH-oxidaza, lipoxygenaza (Mladénka et al. 2010). XO je
schopna produkce superoxidového radikalu a Uc€astni se v mnoha patologickych

procesech jako zanét, virova infekce nebo vznik nadoru (Singh et al. 2014).

o— M

Obrazek 2. Schopnost flavonoidu chelatovat kov (M)
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3.3.3. Protizanétlivé ucinky flavonoidit

Flavonoidy maji také vyznamnou protizadnétlivou aktivitu diky inhibi¢ni aktivité
na cyklooxygenazu respektive COX-2 protein, ktery je hlavni zdroj prostaglandini
2 a 3 a také s 4-oxoskupinou. Tuto aktivitu vykazuji flavony luteolin a apigenin, avsak
jejich ptirodni vyskyt je velmi fidky, a proto byly syntetizovany nékteré derivaty, které
maji siln&jsi protizanétlivou aktivitu. Vhodna se ukazala hydroxylova skupina v poloze
2’,37,4" a methoxyskupina v poloze 5, 6 a 7. Methylace hydroxylovych skupin v poloze
3 a 5 se ukézala jako vyhodnégj$i nez ptitomnost hydroxylovych skupin na kruhu B.
Navic methylace 3-hydroxyskupiny redukuje cytotoxicitu (Singh et al. 2014). Inhibice
COX-1 je minimalni (Mladénka et al. 2010).

3.3.4. Prooxidacni ucinky flavonoidi

Prooxidaéni aktivita souvisi s celkovym mnozstvim hydroxylovych skupin. U
flavonoidi s pfitomnosti pouze mono- nebo dihydroxylovych skupin nebyla prokézéna
prooxidacni aktivita, zatimco vétsi pocet hydroxylovych skupin umisténych na kruhu B,
muze zvysit produkci hydroxylovych radikalt. Dale k produkci ROS v piitomnosti
dvojmocné médi mize ptispét i dvojna vazba v poloze 2 a 3 stejné jako 4-oxoskupina
(Heim et al. 2002). Prooxidac¢ni aktivita flavonoidu je spojena s redukéni aktivitou ionth

piechodnych kovi, které pak mohou stat za tvorbou volnych radikala (Mira et al. 2002).

3.4. Flavony

Zaklad jejich struktury tvoti 2-fenylchromen-4-on (Obr. 3). Vyskytuji se jako
aglykony nebo ve formé glykosidu.

Obrazek 3. Flavon
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3.4.1. Mosloflavon

Mosloflavon (Obr. 4) je 5-hydroxy-6,7-dimethoxyflavon, ktery se nachazi
v rostlinach Desmos chinensis (Annonaceae, Righi et al. 2010) nebo Actinocarya
tibetica (Boraginaceae). Tento flavon ma vyznamny imunomodula¢ni a antioxidaéni

ucinek (Singh et al. 2013).

Obrazek 4. Mosloflavon

3.4.2. Luteolin

Luteolin je 3°,4",5,7-tetrahydroxyflavon (Obr. 5). Dfive se pouzival jako zluty
pigment K barveni viny a hedvabi. Ma protikfeovy, antivirovy, protinadorovy (Steglich
Luteolin se nachazi ve stonku a v kvétech Reseda luteola (Resedaceae), v kvétech
naprstniku Digitalis lutea (Scrophulariaceae, Steglich 2000), v jazykovitych kvétech
Taraxacum officinale (Hu a Kitts 2004) a Chrysanthemum indicum (Asteraceae, Rao
1942), dale se s nim setkame napf. u rostlin ¢eledi Lamiaceae Nepeta cataria nebo

Ajuga decumbens (Li et al. 2010).

Obrazek 5. Luteolin
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3.4.3. Apigenin

Apigenin (Obr. 6) je 47,5,7-trihydroxyflavon. Tento flavon se vyskytuje také
jako aglykon, ale ¢astéji se s nim setkame jako glykosylovany derivat je to napi. apiin,
ktery se nachazi v semenech, listech a stonku petrzele Petroselinum crispum (Apiaceae,
Steglich  2000). Vyznacuje se antioxida¢ni, protizanétlivou, antimutagenni,
protinadorovou a spasmolytickou aktivitou. Apigenin se pouziva také k 1é¢b& netstupné
nespavosti, astmatu, neurologické bolesti nebo oparu (Gurung et al. 2013).
Epidemiologické studie ukazuji také snizeni vyskytu rakoviny prsu, prostaty, kize,

gastrointestinalniho traktu a hematologickych malignit (Shukla a Gupta 2010).

OH

Obrazek 6. Apigenin

3.4.4. Chrysin

Tento flavon (Obr. 7) se pouziva jako komplexni ¢inidlo s médi. Chrysin se
vyskytuje v pupenech Populus nigra (Salicaceae), v jadrovém dievu rtznych Pinus
species (Pinaceae) a v Prunus avium (Rosaceae, Steglich 2000). Chrysin se také nachazi
v Passiflora incarnata (Passifloraceae), kde byl napftiklad zkouman potencialni
anxiolyticky efekt (Brown et al. 2007). Je to 5,7-dihydroxyflavon, ktery je studovan
jako potencialni inhibitor aromatazy. Tento enzym je zodpovédny za pieménu

testosteronu na estrogeny (Walle et al. 2001).

Obrazek 7. Chrysin
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3.4.5. Diosmin

Poprvé byl diosmin izolovan vroce 1925 z krti¢niku Scrophularia nodosa
(Scrophulariaceae, Adouani et al. 2013). Dnes se izoluje z mnoha dalSich rostlin jako
Hyssopus officinalis (Lamiaceae) nebo rostlin rodu Vicia (Fabaceae). Diosmin (Obr. 8)
je 37,5,7-trihydroxy-4’-methoxyflavon-7-rhamnoglukosid (lvashev et al. 1995).
Vyznacuje se protizanétlivou a antimutagenni aktivitou. Klinické studie vykazuji také
zlepSeni u Zzilnich obtizi obzvlasté u chronické Zilni insuficience, hemoroidd, varixu
nebo téz pti dopliikové terapii aterosklerosy (Adouani et al. 2013) a to diky vlivu na
cévni sténu a snizovanim kapilarni permeability. Déle je jeho potencidlni vyuziti u 1écby
akutni alergické rhinitidy vlivem antagonizace histaminu a inhibici syntézy

prostaglandini (Kumar a Das 1995).

Obrazek 8. Diosmin

(rha = rhamnosa, glc = glukosa)

3.4.6. 5-hydroxyflavon
Primuletin neboli 5-hydroxyflavon (Obr. 9) je pfirozené se vyskytujici flavon
zejména v Primula species a Dionisya species (Primulaceae). Tento flavon ma

antioxidacni, vazodilata¢ni a antiandrogenni uc¢inek (Uivarosi et al. 2013).

Obrazek 9. 5-hydroxyflavon
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3.4.7. Baikalein

Baikalein (Obr. 10) je 5,6,7-trinydroxyflavon, ktery se vyskytuje v kofenu Sisaku
baikalského Scutellaria baicalensis (Lamiaceae), ktera je velmi popularni v tradi¢ni
medicin€é pro své antioxidacni a cytostatické ptisobeni (Lombardo et al. 2013).
Baikalein mize byt pouzit i v kosmetice jako depigmentacni ¢inidlo diky puasobeni

inhibice tyrosinazy (Singh et al. 2014).

Obrazek 10. Baikalein

3.4.8. Baikalin

Stejné jako baikalein se tento flavon vyskytuje v rostlin¢ Scutellaria baicalensis
(Lamiaceae, Perez et al. 2009) nebo ho mizeme také nalézt v kotfeni Sophora flavescens
(Fabaceae, Zhang et al. 2007). Baikalin je O-glykosylovany derivat baikaleinu, kde je
v poloze 7 navazana molekula glukuronové kyseliny (Obr. 11). V posledni dobé mnoho
uc¢inek. Jiz po staleti se pouziva v tradi¢ni medicing k 1é¢bé horecky, nespavosti (Perez

et al. 2009), hepatitid€, zvraceni nebo kasli (Chen et al. 2000).

Obrazek 11. Baikalin

(9lu = glukuronova kyselina)
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3.4.9. Negletein

Negletein je 5,6-dihydroxy-7-methoxyflavon (Obr. 12). Vyskytuje se v Desmos
chinensis (Annonaceae). Tato rostlina se vyuziva jako prostiedek v lidovém IéCitelstvi,
ma antimalaricky, insekticidni, antirevmaticky, spasmolyticky a analgeticky ucinek
(Kiem et al. 2005). Negletein je zndmy chelator zeleza, ktery mize pfispét k inhibici

tvorby ROS (Banerjee et al. 2014).

Obrazek 12. Negletein

3.4.10. Apigenin-7-glukosid

Apigenin-7-glukosid (Obr. 13) je ptirozené se vyskytujici glukosid (Gurung et
al. 2013). Vyznacuje se antioxidacni, protizanétlivou, protinddorovou aktivitou nebo
pusobi jako prevence koronarnich nemoci. Nachazi se v Humulus scandens
(Cannabaceae, Chen et al. 2011) nebo ho muzeme najit i v kvétech Chamomile ligulate
(Asteraceae). Tento flavon se enzymatickou transformaci pfeménuje na aglykon
apigenin, ¢ehoz se vyuziva kvili vyrazné spasmolytické aktivité apigeninu, kterd je az

3,29 krat vétsi nez u papaverinu (Pekic et al. 1994).

0
glc

Obrazek 13. Apigenin-7-glukosid

(glc = glukosa)
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Materidal

e  Mikrotitra¢ni desti¢ky (Brand)
e Automatické pipety riznych objemu (Brand)

e Vicekanalové pipety ruznych objema (Biohit)

4.2. Pristrojové vybaveni

° Analytické vahy KERN ABT120-5DM

e  Tiepacka pro mikrotitraéni desticky IKA® MS 3 digital

e  Tiepacka pro zkumavky IKA® VORTEX GENIUS 3

e  Ultrazvukova lazein KRAINTEK®

o Spektrofotometr pro mikrotitracni desticky SYNERGY HT Multi-Detection

Microplate Reader (BioTec Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

4.3. Chemikdlie

e Disodna siil bathocuproindisulfonové kyseliny (BCS) (Sigma-Aldrich)
e Hydroxylamin hydrochlorid (HA) (Sigma-Aldrich)

e  Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner)

e  Pentahydrat siranu méd’natého (CuSO4.5H20) (Sigma-Aldrich)

e PufrpH75,6.8, 55,45
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4.4. Testované latky

. Mosloflavon

o Luteolin

o Apigenin

o Chrysin

. Diosmin

o 5-hydroxyflavon
o Negletein

o Baikalein

. Baikalin

o Apigenin-7-glukosid

Apigenin-7-glukosid byl zakoupen od firmy Extrasynthese (Francie), mosloflavon a
negletein byly syntetizovany z chrysinu dle Righi et al. (2010) postupem popsanym
v ¢lanku Convergent synthesis of mosloflavone, negletein and baicalein from crysin.

Ostatni flavony byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Némecko).

4.5. Priprava zdasobnich a pracovnich roztokii

o Roztok méd’natych iontit 5lmM

Roztok 5mM meédnatych iontd byl pfipraven rozpusténim pentahydratu siranu
méd’natého CuS0O4.5H20 v destilované vodé na pozadovanou koncentraci (Mw = 249,69
g/mol). Ptipraveny zasobni roztok byl stabilni pfi uchovavani v lednici. Poté probihalo
dalsi fedéni 5SmM zasobniho roztoku médnatych iontt v dimethylsulfoxidu na

pozadovanou koncentraci pracovniho roztoku dle konkrétnich pozadavk.

20



. Roztok disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny 5mM

Zasobni roztok disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny (BCS) byl pfipraven
jejim rozpusténim v destilované vodé (Mw = 564,54 g/mol) na pozadovanou 5SmM

koncentraci.

o Roztok hydroxylamin hydrochloridu 10mM

Roztok hydroxylamin hydrochloridu (HA) byl ptipraven jeho rozpusténim v destilované
vodé (Mw = 69,49 g/mol) na pozadovanou koncentraci 100mM. Nasledn¢ byl zasobni

roztok nafedén v destilované vodé na 10mM koncentraci.

o Roztok hydroxylamin hydrochloridu 1ImM

Roztok hydroxylamin hydrochloridu (HA) byl ptipraven jeho rozpusténim Vv destilované
vodé (Mw = 69,49 g/mol) na pozadovanou koncentraci 100mM. Nasledné byl zasobni

roztok natfedén v destilované vodé na 1mM koncentraci.

. Roztok testované latky

Zakladni roztoky testovanych flavond byly piipraveny rozpusténim v dimethylsulfoxidu
(DMSO) na obvykle 10mM koncentraci. Dalsi fedéni testovanych latek
v dimethylsulfoxidu na pozadovanou koncentraci pracovniho roztoku probihalo dle

konkrétni potieby v jednotlivych méfenich.
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4.6. Kalibrace méd’natych ionti

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky médnatych iontd zavislosti absorbance na
koncentraci byly pouzity roztoky Cu?* iont o stanovenych koncentracich. Byla
zméfena absorbance spektrofotometrickou analyzou a témito naméfenymi vysledky

byla poté zkonstruovana ptimka a byl vytvoten graf.

. Byly pfipraveny pozadované zakladni a pracovni roztoky:
1mM roztok hydroxylamin hydrochloridu
roztoky méd’natych iontd o koncentraci 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM a
250 uyM
5mM roztok disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny (BCS)
o Poté pipetovano 150 ul pufru o pH 6.8 do jamek mikrotitraéni desti¢ky (Obr. 15)
J Dale bylo pridano 50 pul 1mM roztoku hydroxylamin hydrochloridu
o Ptidano 50 pl roztoku piedem ptipravenych médnatych iontd pozadované
koncentrace do testovacich jamek (Obr. 14, znazornéno zelen¢) nebo piidano 50
ul destilované vody do kontrolnich jamek (Obr. 14, znazornéno modie)
o Byla michéna mikrotitra¢ni desticka na tiepacce IKA® po dobu 1 minuty
J Ptidano 50 pl ptedem pfipravené¢ho roztoku BCS do horni poloviny jamek na
mikrotitra¢ni desticce (Obr. 14, znazornéno Cerveng), do druhé spodni poloviny

ptidano 50 pl destilované vody (Obr. 14, znazornéno Cerven¢)

o Byla ihned zméfena absorbance pii vlnové délce A 484 nm za pouziti
spektrofotometru
o Poté byla zmétena absorbance pii vinové délce A 484 nm v ¢ase 5 minut tzn.

méteno v Case 4 min 30 s
o Byly zaznamenany naméfené hodnoty absorbance A pfti vinové délce A 484 nm a
piekopirovany do tabulky v MS Excelu

o Sestrojen graf kalibracni kiivky z naméfenych hodnot absorbance
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Jamky s roztokem disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny

Slepé vzorky — obsahuji destilovanou vodu

- Kontrolni jamky — bez pfitomnosti Cu?* iontfi

Testované jamky — pouZita pfislusna koncentrace Cu?* iontti

Obréazek 14. Schéma mikrotitra¢ni desti¢ky pii kalibraci Cu?* iont

Obrazek 15. Mikrotitrac¢ni desti¢ka
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4.7. Metodicky postup stanoveni redukce méd’natych iontii v pufru

Pii redukci médnatych iontd byl misen roztok testované latky s roztokem
méd’natych iontd a se stanovovanym pufrem. Poté se pfidal roztok disodné soli
bathocuproindisulfonové kyseliny nebo v ptipad¢, ze se jednalo o kontrolni vzorek, byla

ptidana voda (tzv. blank). Poté byla méfena absorbance spektrofotometrickou analyzou.

. Byly pfipraveny pozadované zakladni a pracovni roztoky:
roztok disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny 0 koncentraci 5 mM
roztok Cu?* iontii ziedén v &as potieby v DMSO na koncentraci 250 uM
testované latky flavonu fedény v dimethylsulfoxidu na pozadovanou koncentraci
u konkrétnich uloh

o Poté bylo pipetovano 100 ul pufru o piislusném pH (7.5, 6.8, 5.5, 4.5) do jamek
mikrotitracni desticky

. Pfidano 50 pl roztoku konkrétni testované latky (flavonu) pfislusné koncentrace
do testovacich jamek, popiipadé rozpoustédla tj. dimethylsulfoxidu pro negativni
kontrolu (zde je koncentrace flavonu nulova) nebo pfidano 50 pl roztoku 1mM
hydroxylamin hydrochloridu (pro pH 7.5 a 6.8), pro ostatni pH (pH 5.5 a 4.5) bylo
pfidano 50 pl roztoku 10mM hydroxylamin hydrochloridu do kontrolnich jamek
(Obr. 16, znazornéno modie) jako pozitivni kontrola ptedstavujici 100% redukci
médnatych iontl

o Dale bylo ptidano 50 ul 250uM roztoku Cu?* iontl do viech jamek mikrotitraéni
desticky

o Byla michana mikrotitra¢ni desticka na tfepacce po dobu 2 minut

o Dale ptidano 50 pl 5mM roztoku disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny
(indikator) do horni poloviny jamek na mikrotitraéni desticce (Obr. 16,
znazornéno Cerveng), do druhé spodni poloviny pfidano 50 ul vody (Obr. 16,
znazorneéno zluté)

o Ihned byla zmétena absorbance na pfislusném spektrofotometru pii vinové délce A

484 nm pro vsechny stanovované pH (7.5, 6.8, 5.5, 4.5)
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Poté zméfena absorbance po 5 minutach pii stejné vinové délce tzn. bylo méteno

Vv ¢ase 4 min 30 s
Zaznamenany namétené hodnoty absorbance A do tabulky

VyuZita statistickd analyza na propocet stanovenych hodnot

Sestrojen graf kiivky
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Testované jamky — pouzita testovana latka piislusné

koncentrace/rozpoustédlo

Obrazek 16. Schéma mikrotitraéni desti¢ky pfi stanoveni redukce Cu?* iontii

Kontrolni jamky — pouzit hydroxylamin hydrochlorid misto testovaného
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Koneény obsah jamky v mikrotitraéni desti¢ce pfi redukci Cu?* ionti v pufru tvofi:
100 pl ptislusného pufru
50 ul roztoku testované latky/ rozpoustédla nebo roztoku HA
50 ul roztoku Cu?* ionti

50 ul roztoku BCS nebo destilované vody

4.8. Statistickd analyza

K provedeni statistické analyzy byl pouzit program MS Excel 2010 a
GraphPad Prism verze 6 pro Windows (GraphPad Software, USA). Pfi porovnavani
mezi maximy u jednotlivych latek byl pouzit test rozptylu ANOVA s Bonferroniho post

testem. Vysledky byly zpracovany a prezentovany jako primér + smérodatna odchylka

—5)2
vypo¢itana podle vzorce /w :
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5. Vysledky

5.1. Kalibraéni kiivka

Z naméfenych hodnot absorbanci ziskanych dle postupu znazornéného na Obr.

14, byl sestrojen graf kalibra¢ni kiivky (Obr. 17). Byly pouzity koncentrace 50 uM,
100 uM, 150 uM, 200 uM, 250 uM méd’natych ionta (Tab. 1). Zavislost absorbance

na koncentraci méd’natych iontti zapracovana do grafu je linearni.

Zakladni ¢ /uM/ 0 50 100 150 200 250
Finalni ¢ /uM/ 0 8,333333 | 16,66667 25 33,33333 | 41,66667
Pramér A 0,006333 | 0,109333 0,21 0,308333 | 0,426667 | 0,518667
Tabulka 1. Hodnoty pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky
Kalibraéni krivka - Cu?*ionta
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Obrazek 17. Kalibraéni kiivka Cu?* iontt
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5.2. Redukéni aktivita testovanych flavonii

Redukéni aktivita flavont byla testovana in vitro v riznych koncentracnich
pomérech jednotlivych hodnocenych latek vi¢i médnatym iontim a v prostiedi
o rizném pH. Redukéni aktivita méfenych flavona: mosloflavon (Obr. 18-21), luteolin
(Obr. 22-25), apigenin (Obr. 28-31), chrysin (Obr. 32-35), diosmin (Obr. 36-39),
5-hydroxyflavon (Obr. 42-45), negletein (Obr. 46-49), baikalein (Obr. 52-55), baikalin
(Obr. 58-61), apigenin-7-glukosid (Obr. 64-67) byla stanovena na zakladé naméfenych
hodnot absorbance a pievedena do grafi. Grafy znazornuji schopnost hodnocenych
flavonii redukovat méd’naté ionty na méd’né pii pH 4.5, 5.5, 6.8 a 7.5, kde ¢ervené Sipky
znazoriuji statisticky odliSné hodnoty V porovnani s redukénim maximem a modra
Sipka ¢i modra useCka znédzoriiuje statisticky odliSné hodnoty v porovnani
s rozpoustédlem DMSO. Redukéni aktivita je shrnuta 1 vramci jednotlivych
testovanych pH (Obr. 68, 70, 72, 74). V ramci jednotlivych pH jsou taktéz shrnuty
koncentra¢ni poméry hodnocenych flavonti, které v daném pH vykazovaly redukéni

schopnosti (Obr. 69, 71, 73, 75).

Déle jsou zde také uvedeny grafy dosazenych redukénich maxim flavonii
Vv jednotlivych testovanych pH a grafy zndzoriiujici koncentraéni pomeér flavonu a
médnatych iontl odpovidajici hodnotdm maximalni redukéni aktivity v jednotlivych
testovanych pH. Na téchto grafech cerveny ktizek zobrazuje maximum redukce, ¢erné
pfimky znazorfuji poméry, které nejsou ze statistického hlediska rozdilné od maxima
redukce. Tyto grafy jsou uvedeny pouze u téch hodnocenych flavond, které vykazuji
redukci ve vSech testovanych pH (Obr. 26, 27, 40, 41, 50, 51, 56, 57, 62, 63).

Statisticka analyza redukcnich potencialli v jednotlivych pH hodnotach, ktera

byla zpracovana pomoci GraphPad Prism, je vyobrazena v tabulkach 2-5.
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5.2.1. Redukéni aktivita mosloflavonu
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Obrazek 18. Reduk¢ni aktivita mosloflavonu pii pH 4.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 19. Redukeni aktivita mosloflavonu pii pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 20. Redukeni aktivita mosloflavonu pii pH 6.8 v ¢ase 5 min
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Obrazek 21. Reduk¢ni aktivita mosloflavonu pii pH 7.5 v ¢ase 5 min
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5.2.2. Redukéni aktivita luteolinu
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Obrazek 22. Redukeni aktivita luteolinu pii pH 4.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 23. Reduk¢ni aktivita luteolinu pii pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 24. Reduk¢ni aktivita luteolinu pii pH 6.8 v ¢ase 5 min
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Obrazek 25. Redukeni aktivita luteolinu pii pH 7.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 26. Dosazena redukéni maxima luteolinu v jednotlivych testovanych pH
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Obrazek 27. Koncentraéni pomér luteolinu a méd’natych iontt odpovidajici

hodnotdm maximalni redukéni aktivity v jednotlivych testovanych pH




5.2.3. Redukéni aktivita apigeninu
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Obrazek 28. Redukéni aktivita apigeninu pii pH 4.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 29. Redukéni aktivita apigeninu pii pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 30. Redukéni aktivita apigeninu pii pH 6.8 v ¢ase 5 min
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Obrazek 31. Redukéni aktivita apigeninu pii pH 7.5 v ¢ase 5 min

35



5.2.4. Redukéni aktivita chrysinu
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Obrazek 32. Redukéni aktivita chrysinu pii pH 4.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 33. Redukéni aktivita chrysinu pii pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 34. Redukéni aktivita chrysinu pii pH 6.8 v ¢ase 5 min
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Obrazek 35. Redukéni aktivita chrysinu pii pH 7.5 v ¢ase 5 min
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5.2.5. Redukcni aktivita diosminu
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Obrazek 36. Redukéni aktivita diosminu pfi pH 4.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 37. Redukéni aktivita diosminu pii pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 38. Redukéni aktivita diosminu pii pH 6.8 v ¢ase 5 min
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Obrazek 39. Redukéni aktivita diosminu pii pH 7.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 40. Dosazena redukéni maxima diosminu Vv jednotlivych testovanych pH
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Obrazek 41. Koncentra¢ni pomér diosminu a méd’natych iontd odpovidajici

hodnotdm maximalni redukéni aktivity v jednotlivych testovanych pH
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5.2.6. Redukéni aktivita 5-hydroxyflavonu
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Obrazek 42. Redukéni aktivita 5-hydroxyflavonu pii pH 4.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 43. Redukéni aktivita 5-hydroxyflavonu pii pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 44. Redukéni aktivita 5-hydroxyflavonu pii pH 6.8 v ¢ase 5 min
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Obrazek 45. Redukéni aktivita 5-hydroxyflavonu pii pH 7.5 v ¢ase 5 min




5.2.7. Redukcni aktivita negleteinu
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Obrazek 46. Redukéni aktivita negleteinu pii pH 4.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 47. Redukéni aktivita negleteinu pii pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 48. Redukéni aktivita negleteinu pii pH 6.8 v ¢ase 5 min
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Obrazek 49. Redukéni aktivita negleteinu pii pH 7.5 v ¢ase 5 min

44



100

80

60

40

redukéni aktivita [%]

20

pH 4,5 pH 5,5

pH 6,8

pH 7,5

Obrazek 50. Dosazena redukéni maxima negleteinu v jednotlivych testovanych pH
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Obrazek 51. Koncentraéni pomér negleteinu a méd’natych iontti odpovidajici

hodnotdm maximalni redukéni aktivity v jednotlivych testovanych pH

45



5.2.8. Redukcni aktivita baikaleinu
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Obrazek 52. Redukéni aktivita baikaleinu pti pH 4.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 53. Redukéni aktivita baikaleinu pii pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 54. Redukéni aktivita baikaleinu pii pH 6.8 v ¢ase 5 min
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Obrazek 55. Redukéni aktivita baikaleinu pti pH 7.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 56. Dosazena redukéni maxima baikaleinu v jednotlivych testovanych pH
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Obrazek 57. Koncentra¢ni pomér baikaleinu a méd’natych iontt odpovidajici

hodnotdm maximalni redukéni aktivity v jednotlivych testovanych pH
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5.2.9. Redukcni aktivita baikalinu
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Obrazek 58. Redukéni aktivita baikalinu pii pH 4.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 59. Redukéni aktivita baikalinu pii pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 60. Redukéni aktivita baikalinu pii pH 6.8 v ¢ase 5 min
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Obrazek 61. Redukéni aktivita baikalinu pti pH 7.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 62. Dosazena redukéni maxima baikalinu v jednotlivych testovanych pH
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Obrazek 63. Koncentra¢ni pomér baikalinu a méd’natych iontd odpovidajici

hodnotdm maximalni redukéni aktivity v jednotlivych testovanych pH
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5.2.10. Redukéni aktivita apigenin-7-glukosidu
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Obrazek 64. Redukéni aktivita apigenin-7-glukosidu pti pH 4.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 65. Redukéni aktivita apigenin-7-glukosidu pfi pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Obrazek 66. Redukéni aktivita apigenin-7-glukosidu pii pH 6.8 v ¢ase 5 min
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Obrazek 67. Redukéni aktivita apigenin-7-glukosidu pii pH 7.5 v ¢ase 5 min
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5.2.11. Reduk¢cni aktivita pii pH 4.5
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Obrazek 68. Dosazena redukéni maxima jednotlivych flavont pti pH 4.5

V ¢ase 5 min
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Obrazek 69. Koncentra¢ni pomér jednotlivych flavonti a méd’natych iont

odpovidajici hodnotam maximalni reduk¢ni aktivity pti pH 4.5 v ¢ase 5 min




Tukeytiv test mnohondsobného porovnavani pH 4.5
mosloflavon vs. luteolin p <0.001
mosloflavon vs. apigenin p <0.001
mosloflavon vs. chrysin p <0.001
mosloflavon vs. diosmin p <0.001

mosloflavon vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
mosloflavon vs. negletein p <0.001
mosloflavon vs. baikalein p <0.001
mosloflavon vs. baikalin p <0.001
mosloflavon vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
luteolin vs. apigenin p <0.001
luteolin vs. chrysin p <0.001
luteolin vs. diosmin p <0.001
luteolin vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
luteolin vs. negletein ns
luteolin vs. baikalein p <0.001
luteolin vs. baikalin p<0.01
luteolin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
apigenin vs. chrysin ns
apigenin vs. diosmin p <0.001
apigenin vs. 5-hydroxyflavon ns
apigenin vs. negletein p <0.001
apigenin vs. baikalein p <0.001
apigenin vs. baikalin p <0.001
apigenin vs. apigenin-7-glukosid ns
chrysin vs. diosmin p <0.001
chrysin vs. 5-hydroxyflavon ns
chrysin vs. negletein p <0.001
chrysin vs. baikalein p <0.001
chrysin vs. baikalin p <0.001
chrysin vs. apigenin-7-glukosid ns
diosmin vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
diosmin vs. negletein p <0.001
diosmin vs. baikalein p <0.001
diosmin vs. baikalin p <0.001
diosmin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
5-hydroxyflavon vs. negletein p <0.001
5-hydroxyflavon vs. baikalein p <0.001
5-hydroxyflavon vs. baikalin p <0.001
5-hydroxyflavon vs. apigenin-7-glukosid ns
negletein vs. baikalein p <0.001
negletein vs. baikalin p<0.01
negletein vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
baikalein vs. baikalin p <0.001
baikalein vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
baikalin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
baikalin vs. DMSO p <0.001

Tabulka 2. Statistické porovnani maximalnich reduk¢nich potencial

testovanych latek pii pH 4.5




5.2.12. Redukcni aktivita pii pH 5.5
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Obrazek 70. Dosazena redukéni maxima jednotlivych flavont pti pH 5.5

V ¢ase 5 min
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Obrazek 71. Koncentra¢ni pomér jednotlivych flavonti a méd’natych iont

odpovidajici hodnotdm maximalni redukéni aktivity pti pH 5.5 v ¢ase 5 min
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Tukeyiiv test mnohonasobného porovnavani pH 5.5
mosloflavon vs. luteolin p <0.001
mosloflavon vs. apigenin p <0.001
mosloflavon vs. chrysin p <0.001
mosloflavon vs. diosmin p <0.001

mosloflavon vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
mosloflavon vs. negletein p <0.001
mosloflavon vs. baikalein p <0.001
mosloflavon vs. baikalin p <0.001
mosloflavon vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
luteolin vs. apigenin p <0.001
luteolin vs. chrysin p <0.001
luteolin vs. diosmin p <0.001
luteolin vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
luteolin vs. negletein ns
luteolin vs. baikalein p <0.001
luteolin vs. baikalin p<0.01
luteolin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
apigenin vs. chrysin ns
apigenin vs. diosmin p <0.001
apigenin vs. 5-hydroxyflavon ns
apigenin vs. negletein p <0.001
apigenin vs. baikalein p <0.001
apigenin vs. baikalin p <0.001
apigenin vs. apigenin-7-glukosid ns
chrysin vs. diosmin p <0.001
chrysin vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
chrysin vs. negletein p <0.001
chrysin vs. baikalein p <0.001
chrysin vs. baikalin p <0.001
chrysin vs. apigenin-7-glukosid ns
diosmin vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
diosmin vs. negletein p <0.001
diosmin vs. baikalein p <0.001
diosmin vs. baikalin p <0.001
diosmin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
5-hydroxyflavon vs. negletein p <0.001
5-hydroxyflavon vs. baikalein p <0.001
5-hydroxyflavon vs. baikalin p <0.001
5-hydroxyflavon vs. apigenin-7-glukosid ns
negletein vs. baikalein p <0.001
negletein vs. baikalin p<0.01
negletein vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
baikalein vs. baikalin p <0.001
baikalein vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
baikalin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001

Tabulka 3. Statistické porovnani maximalnich redukénich potenciala

testovanych latek pfi pH 5.5




5.2.13. Reduk¢cni aktivita pii pH 6.8
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Obrazek 72. Dosazena redukéni maxima jednotlivych flavona pfi pH 6.8

V ¢ase 5 min
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Obrazek 73. Koncentra¢ni pomér jednotlivych flavonti a méd’natych iontt

odpovidajici hodnotdm maximalni redukéni aktivity pfi pH 6.8 v €ase 5 min
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Tukeyiiv test mnohonasobného porovnavani pH 6.8
mosloflavon vs. luteolin p <0.001
mosloflavon vs. apigenin ns
mosloflavon vs. chrysin ns
mosloflavon vs. diosmin p <0.001

mosloflavon vs. 5-hydroxyflavon ns
mosloflavon vs. negletein p <0.001
mosloflavon vs. baikalein p <0.001
mosloflavon vs. baikalin p <0.001
mosloflavon vs. apigenin-7-glukosid ns
luteolin vs. apigenin p <0.001
luteolin vs. chrysin p <0.001
luteolin vs. diosmin ns
luteolin vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
luteolin vs. negletein ns
luteolin vs. baikalein ns
luteolin vs. baikalin ns
luteolin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
apigenin vs. chrysin ns
apigenin vs. diosmin p <0.001
apigenin vs. 5-hydroxyflavon ns
apigenin vs. negletein p <0.001
apigenin vs. baikalein p <0.001
apigenin vs. baikalin p <0.001
apigenin vs. apigenin-7-glukosid ns
chrysin vs. diosmin p <0.001
chrysin vs. 5-hydroxyflavon ns
chrysin vs. negletein p <0.001
chrysin vs. baikalein p <0.001
chrysin vs. baikalin p <0.001
chrysin vs. apigenin-7-glukosid ns
diosmin vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
diosmin vs. negletein p<0.01
diosmin vs. baikalein p<0.01
diosmin vs. baikalin ns
diosmin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
5-hydroxyflavon vs. negletein p <0.001
5-hydroxyflavon vs. baikalein p <0.001
5-hydroxyflavon vs. baikalin p <0.001
5-hydroxyflavon vs. apigenin-7-glukosid ns
negletein vs. baikalein ns
negletein vs. baikalin ns
negletein vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
baikalein vs. baikalin ns
baikalein vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
baikalin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001

Tabulka 4. Statistické porovnani maximalnich reduk¢énich potenciala

testovanych latek pii pH 6.8




5.2.14. Redukcni aktivita pii pH 7.5
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Obrazek 74. Dosazena redukéni maxima jednotlivych flavont pii pH 7.5

V ¢ase 5 min
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Obrazek 75. Koncentra¢ni pomér jednotlivych flavonti a méd’natych iont

odpovidajici hodnotdm maximalni redukéni aktivity pti pH 7.5 v €ase 5 min
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Tukeyiiv test mnohonasobného porovnavani pH 7.5
mosloflavon vs. luteolin p <0.001
mosloflavon vs. apigenin p <0.001
mosloflavon vs. chrysin p<0.01
mosloflavon vs. diosmin p <0.001

mosloflavon vs. 5-hydroxyflavon p <0.05
mosloflavon vs. negletein p <0.001
mosloflavon vs. baikalein p <0.001
mosloflavon vs. baikalin p <0.001
mosloflavon vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
luteolin vs. apigenin p <0.001
luteolin vs. chrysin p <0.001
luteolin vs. diosmin p<0.01
luteolin vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
luteolin vs. negletein p <0.001
luteolin vs. baikalein p <0.001
luteolin vs. baikalin p<0.01
luteolin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
apigenin vs. chrysin p <0.001
apigenin vs. diosmin p <0.001
apigenin vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
apigenin vs. negletein p <0.001
apigenin vs. baikalein p<0.01
apigenin vs. baikalin p <0.001
apigenin vs. apigenin-7-glukosid p <0.05
chrysin vs. diosmin p <0.001
chrysin vs. 5-hydroxyflavon ns
chrysin vs. negletein p <0.001
chrysin vs. baikalein p <0.001
chrysin vs. baikalin p <0.001
chrysin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
diosmin vs. 5-hydroxyflavon p <0.001
diosmin vs. negletein p <0.001
diosmin vs. baikalein p <0.001
diosmin vs. baikalin ns
diosmin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
5-hydroxyflavon vs. negletein p <0.001
5-hydroxyflavon vs. baikalein p <0.001
5-hydroxyflavon vs. baikalin p <0.001
5-hydroxyflavon vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
negletein vs. baikalein p <0.001
negletein vs. baikalin p <0.001
negletein vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
baikalein vs. baikalin p <0.001
baikalein vs. apigenin-7-glukosid p <0.001
baikalin vs. apigenin-7-glukosid p <0.001

Tabulka 5. Statistické porovnani maximalnich redukénich potencial

testovanych latek pfi pH 7.5




6. Diskuze

Flavonoidy jsou fenolické slouceniny, které se bézné vyskytuji v lidské stravé.
Maji Siroké spektrum biologickych Gc¢inkl, nejvyssi vyznam byl pavodné pfipisovan
antioxidac¢ni aktivité, ale dnes se ukazuje, ze maji i jiné ,,ne-antioxida¢ni* ucinky. Jsou
spojovany s antihistaminovymi, antivirovymi, antiproliferativnimi ucinky nebo
protizanétlivou a antikancerogenni aktivitou (Yao et al. 2004). Diky pozitivnim

vlastnostem flavonoidu se studuje jejich potencidlni vyuziti v terapii raznych chorob.

Flavony, jedna z mnoha tiid flavonoidu, jsou dileZité rostlinné zdroje, které se
nachazi v zeleniné a ovoci. Maji Siroké terapeutické vyuziti zejména diky
antioxida¢nimu potencialu a vlivu na enzymaticky systém. Posledni studie naznacuji

pozitivni efekt na nemoci spojené s oxida¢nim stresem (Singh et al. 2014).

Cilem této rigor6zni prace bylo stanovit redukéni aktivitu vybranych flavont pii
ruznych pH. Pro stanoveni redukéni aktivity byla pouzita metoda mikrotitrace za
pomoci indikatoru disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny. K vyhodnoceni
absorbanci doslo na zaklad¢ spektrofotometrické analyzy. Hodnocenymi flavony byly
mosloflavon, luteolin, apigenin, chrysin, diosmin, 5-hydroxyflavon, baikalein, baikalin,

negletein, apigenin-7-glukosid.

Mosloflavon vykazoval schopnost redukovat méd’naté ionty pouze pii pH 4.5 a
5.5. Dosazena redukéni maxima pii téchto dvou pH jsou velmi odlisna, pii pH 4.5
dosahuje mosloflavon hodnoty 20 %, nicméné pii pH 5.5 maximalni redukce odpovida
hodnoté pouhych 9 %. Redukéni aktivita se snizuje se zvySovanim pH. Dokonce pii pH
6.8 byl mosloflavon schopen vyznamné snizit redukci méd’natych ionti zptisobenou
indikatorem. Schopnost redukéni aktivity mosloflavonu hodnotim jako nevyznamnou.
Z hlediska struktury to mize byt zptisobeno piitomnosti pouze jedné hydroxyskupiny
v poloze 5 na kruhu A, nebot’ ostatni hydroxyskupiny v poloze 6, 7 na kruhu A jsou
methylovéany a tudiz blokovany pro dalsi reakce. Nicméné i tyto methoxyskupiny maji
urcity vyznam, nebot’ 5-hydroxyflavon neni schopen redukce v zadném hodnoceném
pH. Redukéni vlastnosti zde miiZze snizovat i schopnost chelatace, ¢emuz muze

napovidat 1 klesajici kiivka pti pH 6.8.
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Schopnost luteolinu redukovat méd’naté ionty se blizi hodnoté 100 % ve vSech
testovanych pH, a to v podobném koncentra¢nim poméru luteolin:Cu?* ¢asto niz§im nez
1:1. Pii pH 4.5 je tato aktivita nejvyssi, dosahuje hodnoty 99,9 + 2,6 %. Naopak pii pH
5.5 je redukéni aktivita luteolinu nejnizsi, tvoii 90,7 %. Piitomnost Ctyf volnych
hydroxylovych skupin v polohéch 3°, 4°, 5 a 7 luteolinu vyznamné zvysila redukéni

aktivitu, a to u n¢kterych pH jiz pfi nizsi koncentraci testovaného flavonu.

Dalsim flavonem je apigenin, jeho redukéni aktivita je nejvyssi pti pH 7.5, kdy
hodnota tvoii mén¢ nez 10 %. A nakonec pifi pH 6.8 tento flavon nemd Zzadné
maximum, reduk¢ni aktivita neni vyraznéj$i nez tato schopnost u rozpoustédla
dimethylsulfoxidu. Apigenin oproti luteolinu neobsahuje jednu hydroxylovou skupinu

V poloze 3" na kruhu B a to se vyrazné projevilo na poklesu jeho redukéni schopnosti.

Chrysin byl schopen redukovat méd’naté ionty na méd’né pouze pii pH 4.5. Ale
i vtomto pH byla jeho reduké¢ni aktivita velmi nizka, pohybovala se na hodnoté 5,7 +
2,0 %. Chrysin ma hydroxyskupinu v poloze 5 a 7, skupina v poloze 5 se mize zapojit

do chelatace a hydroxylova skupina v poloze 7 nema na redukci vyznamny vliv.

Vysokou redukéni aktivitu vykazoval diosmin. Jeho schopnost redukovat
médnaté ionty se projevila ve vSech hodnocenych pH Vv pfevazujicim koncentraénim
poméru okolo 40:1 v rozmezi hodnot od 72 do 100 %. NejniZze se pohybovala pravé pti
pH 4.5, kde tato hodnota dosahla 72,2 + 1,6. Hodnoty 100 % se dosahlo hned u dvou
pH: 5.5 a 6.8. Diosmin ma ¢tyfi hydroxylové skupiny. Jedna hydroxylova skupina
v poloze 7 je glykosylovana objemnymi glykosidy, jedna hydroxylova skupina v poloze
3’ je methylovana. Pravé tato methylace pisobi blokovani hydroxyskupiny na kruhu B,
a to miZze vést pravé k nutnosti zvySovani koncentratniho pomeéru potiebného
k dosazeni 100% redukéni aktivity. Navic dle Macakové et al. (2012) né&které
flavonoidy ve vyssich koncentracich plsobi nevyznamné jako antioxidanty, spiSe maji

prooxidacni vlastnosti.

Naproti tomu 5-hydroxyflavon nevykazoval redukéni aktivitu ani v jednom
z testovanych pH. To muze byt zplsobeno pfitomnosti pouze jedné hydroxyskupiny
vpoloze 5 na kruhu A. Tuto skuteCnost si vysvétluji jako mozné zapojeni

5-hydroxyskupiny do chelatace spolu s 4-oxoskupinou (Mladénka et al. 2011).
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U negleteinu se projevila redukéni schopnost ve vSech stanovovanych pH,
dosahovala hodnot v rozmezi od 77 do 99 % v blizkosti poméru 1:1. Nejvyssi redukéni
aktivita byla pii pH 4.5, kdy dosahla hodnoty 100,0 = 0,3 %. V podminkach pH 5.5 a
7.5, kdy hodnota tvotila 78,0 + 2,4 %. Zde si lze opét v§imnout posloupnosti snizovani
redukéni schopnosti v zavislosti na zvySovani pH. Negletein je 5,6-dihydroxy-7-
methoxyflavon, obsahuje pouze dvé volné hydroxyskupiny na kruhu A a dalsi je
methylovana. Vysoka redukéni schopnost ve vSech pH muze byt zptsobena stérickym
branénim objemné methoxyskupiny a tudiz hydroxylova skupina v poloze 6 zistane
volna pro redukéni schopnosti tohoto flavonu. Jeho nezvykle vysoké redukéni aktivity
si 1ze vS§imnout i1 na grafu zejména pii pH 6.8, kde je vidét zvonovity tvar, na jehoz
konci vidime protdhly tvar k niz§im hodnotdm redukce nez na jeho pocatku. |
Vv literatuie lze nalézt, ze zvonovity tvar kiivky ukazuje na prooxidacni vlastnosti

(Macakova et al. 2012).

Baikalein vykazuje redukéni schopnosti ve vSech hodnocenych pH v podobném
koncentraénim poméru v blizkosti 1:1. Nejvyssi hodnoty bylo dosazeno pii pH 4.5, kdy
hodnota byla 83,7 + 0,7 %. Naopak nejnizsi hodnota byla pii pH 7.5 61 %. Baikalein
ma tfi volné hydroxylové skupiny v poloze 5, 6 a 7. V zavislosti na zjisténi nizsi
redukéni schopnosti nez u baikalinu, se miizu domnivat, ze jeho hydroxyskupiny mohou

byt vyrazn€ zapojeny do chelatace a tim se mize snizovat reduk¢ni aktivita.

Schopnost reduk¢ni aktivity baikalinu byla vysoka, ve vSech pH piesdhla
hodnotu 90 % v podobném koncentraénim poméru v blizkosti 1:1. Nejnize se
pohybovala pravé pii pH 6.8, kde tato hodnota dosahla 90,9 %. Nejvyssi hodnoty bylo
dosazeno pii pH 5.5, kdy hodnota byla 92,7 %. Baikalin ma také tiéi hydroxylové
skupiny, ale oproti baikaleinu je skupina v poloze 7 blokovana objemnym glykosidem,
tudiz se miZze zvyhodiovat schopnost chelatace pouze hydroxyskupiny v poloze 5 spolu
s ketoskupinou v poloze 4, a volna hydroxyskupina v poloze 6 muze byt vyznamnéji
zapojena do redukce. Baikalin vykazuje strukturni podobnost s negleteinem. Da se fici,

ze ijejich redukéni aktivita je podobna.

Apigenin-7-glukosid vykazoval velice nizkou redukéni aktivitu pii pH 4.5, 5.5 1

pii 7.5, vpH 6.8 nebyla jeho schopnost redukovat médnaté ionty vysSi nez u

v

64



aktivita byla pozorovana pii pH 4.5 s hodnotou 4,1 £ 0,1 %, nejvyssi hodnota 46,7 + 2,4
% byla pti pH 7.5. Tento flavon ma volné hydroxyskupiny v poloze 4" a 5 a dalsi
glykosylovanou hydroxyskupinu v poloze 7. Stejné¢ jako u aglykonu apigeninu se na
niz$i redukcni aktivité mize podilet fakt, ze je na kruhu B pouze jedna hydroxylova
skupina. Ta se mize podilet na antioxidacni aktivité. Dle Heim et al. (2002)

nejvyznamnéjsi antioxidacni aktivita piislusi pravé OH skupindm na kruhu B.

Z vysledk je tedy patrné, ze pii pH 4.5 bylo nejvyssi redukéni aktivity dosazeno
u luteolinu a negleteinu v koncentraénim poméru blizicimu se 1:1 u obou flavonu
hodnoty 99 %. Naopak vtomto pH apigenin-7-glukosid, apigenin, chrysin a
5-hydroxyflavon neprojevily redukéni potencial.

Pii pH 5.5 diosmin vykazoval nejvyssi redukéni aktivitu s hodnotou 100 %,
aviak pii vy$§im koncentraénim poméru dosahujicimu az k 40:1 diosmin:Cu®*.
Nasledovan byl baikalinem a luteolinem, kde se redukéni schopnost pohybovala
v rozmezi 90-93 % v koncentraénim poméru okolo 1:1. Chrysin, 5-hydroxyflavon,

mosloflavon ani apigenin-7-glukosid neprojevily pti daném pH redukéni aktivitu.

Redukéni aktivita pii pH 6.8 byla nejvyssi u diosminu, baikalinu a luteolinu,
aktivita se pohybovala vrozmezi hodnot 90-100 %. Pii tomto pH nevykazovaly
redukéni potencial tyto flavony: mosloflavon, apigenin, chrysin, 5-hydroxyflavon a
apigenin-7-glukosid. Ostatni flavony dosahly hodnot nad 80 %.

Nejvyssi redukéni aktivity pii pH 7.5 dosahl luteolin a baikalin v rozmezi hodnot
91-99 % pii koncentraénim poméru okolo 1:1. Diosmin dosahl hodnoty 90 %, ale pfi
vys§im koncentraénim pomeéru nez luteolin a baikalin. Pii pH 7.5 nevykazoval redukéni
aktivitu mosloflavon, chrysin a 5-hydroxyflavon. Ostatni flavony dosahly redukéni
aktivity v rozmezi hodnot 46-77 % v koncentranim poméru V blizkosti nebo pfi

poméru 1:1.

V této experimentalni praci bylo potvrzeno, ze redukéni aktivita flavont zavisi
na jejich struktutfe a pH prostfedi. Tato skutecnost se shoduje s publikovymi studiemi, i
kdyz redukce je stale jest¢ malo publikovanym tématem. Lze fici, Ze vétSinou se pii
snizovani pH schopnost redukce méd’natych ionti zvySovala. Z hlediska struktury bylo
zjiSténo, Ze reduk¢ni potencial souvisi S poctem a zejména lokalizaci hydroxylovych

skupin. Vyssi redukéni aktivita souvisi s pfitomnosti dvou OH skupin na kruhu A
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(volna hydroxylova skupina v poloze 6 a zaroven substituovana OH skupina v poloze 7)
nebo B (luteolin). Flavony obsahujici tyto funkéni skupiny redukuji z této skupiny latek
nejvyraznéji a to jiz pii nizkych koncentraCnich pomérech. Je nutno zminit, ze mezi
zminénou substituci v kruhu A 1 B je velky rozdil. Luteolin s katecholickym kruhem B
dosahuje vysokého stupné redukce, ktery se jen malo 1isi s dal§im pridavkem této latky.
Naopak baicalein i negletein s volnymi 5,6-dihydroxyskupinami po dosazeni maxima
redukce s dal$im piidavkem flavonu snizuji procento redukované médi. Vysvétleni bude
spoéivat v rozdilném chelataénim potencidlu téchto latek (Riha et al. 2014). Vliv
dvojnych vazeb a ketoskupiny nelze v tomto souboru latek logicky zhodnotit, nebot’
vSechny testované latky (flavony) maji tento zdkladni skelet a ani nelze tento vztah
porovnat s dostupnou literaturou. Vliv téchto funk¢nich skupin osvétli az dal§i podobné

koncipované studie.
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7. Zavér

V ramci této rigordzni prace jsem stanovovala redukéni aktivitu flavond za
pomoci spektrofotometrické metody. Hodnocenymi flavony byly mosloflavon, luteolin,
apigenin, chrysin, diosmin, 5-hydroxyflavon, baikalein, baikalin, negletein, apigenin-7-

glukosid.

Nejvyznamnéjsi redukéni aktivita byla zjisténa u luteolinu, baikalinu nebo
negleteinu v zavislosti na rizném pH a pii vyrazném zvétSeni koncentraéniho poméru
mél 1 diosmin velice vyznamnou redukcéni schopnost. Naopak zadnou redukéni
schopnost neprojevil pti pH 4.5 apigenin, chrysin, 5-hydroxyflavon a apigenin-7-
glukosid, pii pH 5.5 chrysin, 5-hydroxyflavon a apigenin-7-glukosid, pii pH 6.8
mosloflavon, apigenin, chrysin, 5-hydroxyflavon, apigenin-7-glukosid a pii pH 7.5

mosloflavon, chrysin, 5-hydroxyflavon.

Shrnutim poznatkti 0 vlivu struktury na redukéni aktivitu testovanych flavoni
jsem dospéla k zavéru, ze redukéni aktivita zavisi na poétu a lokalizaci hydroxylovych

skupin.
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8. Seznam pouzitych zkratek

BCS

COX

DMSO

DNA

GSH

HA

n.s.

RNS

ROS

SOD

X0

Disodna stl bathocuproindisulfonové kyseliny
Cyklooxygenaza

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina

Glutathion

Hydroxylamin hydrochlorid

Nesignifikantni, statisticky nevyznamné

Reaktivni formy dusiku
Reaktivni formy kysliku
Superoxiddismutaza

Xantinoxidaza
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Nézev rigorozni prace: Méd redukujici G€inky flavont

Volné radikaly jsou pfitomny bézné v nasem organismu, ale pfi jejich
nahromadéni miizou byt pri¢inou vzniku mnoha onemocnéni. Méd’ je dulezity stopovy
prvek nezbytny pro mnoho biologickych pochodt, ale na druhé strané méd’ muze

katalyzovat reakce, pii niz vznikaji $kodlivé radikaly.

Flavonoidy jsou rostlinné polyfenoly Smnoha biologickymi ucinky.
Nejvyznaméjs§im ufinkem je antioxidacni aktivita, kterd nds chrani pfed volnymi

radikaly. Flavonoidy také mohou mit i prooxida¢ni uc¢inek.

Tato rigordézni prace byla zaméfena na zjisténi redukéni aktivity u flavond
(mosloflavon, luteolin, apigenin, chrysin, diosmin, 5-hydroxyflavon, baikalin, baikalein,
negletein, apigenin-7-glukosid) pii riznych pH. Reduk¢ni aktivita u hodnocenych
flavonu byla zjistovana metodikou spektrofotometrické analyzy s vyuzitim selektivniho
indiké&toru méd’nych iontl v podobé disodné soli bathocuproindisulfonové kyseliny pii
ruznych pH. Redukéni aktivita zavisi na struktufe flavonu a pH prostedi. Z vymezeni
vztahu mezi strukturou flavonu a redukénim potencialem vyplyva vliv hydroxylovych
skupin zejména jejich pocet a lokalizace. Vyssi redukéni aktivitu projevil luteolin,

baikalin nebo negletein a pii vy$sim koncentra¢nim poméru i diosmin.

KLICOVA SLOVA: Flavony, Redukéni aktivita, Méd’, Antioxidanty
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Title of Thesis: Copper reducing effects of flavones

Free radicals are commonly present in our organism, however, in case of their
accumulation it could cause many diseases. Copper is an important trace element which
is essential for many biological processes. On the other hand, copper can catalyze

processes which produce damaging radicals.

Flavonoids are polyphenolic compounds with many biological effects. The most
important is antioxidant activity which protects us from free radicals. Flavonids can also

have a prooxidant effect.

This thesis was focused on a detection of the reducing activity of flavones
(mosloflavone, luteolin, apigenin, crysin, diosmin, 5-hydroxyflavone, baicalin,
baicalein, negletein, apigenin-7-glucoside) at different pH. A reducing activity of
surveyed flavones was taken by the methodics of spectrophotometric analysis with the
use of a selective indicator of cuprous ionts formed in bathocuproinedisulfonic acid
disodium salt at different pH. A reducing activity depends on the structure of flavones
and pH environment. From the definition of the relation between the structure of a
flavone and a reducing potential arises the influence of hydroxyl groups, particularly
their quantity and localization. Luteolin, baicalein, or negletein showed a higher
reducing activity. At a higher concentrating relation diosmin showed a higher reducing

activity.

KEYWORDS: Flavones, Reducing activity, Copper, Antioxidants
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