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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ac acetyl

CD cirkularni dichroismus

DMSO dimethylsulfoxid

ekv. ekvivalent

Et ethyl

ESIMS Electrospray Ionization Mass Spectrometry

GSH glutathion

HPLC High Performance Liquid Chromatography

LDL low density lipoprotein

MALDI MS Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass
Spectrometer

Me methyl

MeOH methanol

MS hmotnosti spektrometrie

DPPH N, N-difenyl-N -pikrylhydrazylovy radikal

NMR nuklearni magneticka rezonance

ppb part per bilion

RNS Reactive Nitrogen Species

ROS Reactive Oxygen Species

BH terc-butylhydroperoxid

TLC Thin Layer Chromatography

TBA thiobarbiturova kyselina

TPP trifenylfosfin

TPPO trifenylfosfinoxid

TCA trichloroctova kyselina



1 UVOD

Flavonolignan silybin je majoritni slozkou tzv. silymarinu, coz je smés
polyfenolickych latek izolovana ze semen ostropestice marianského (Silybum marianum).
Kromé silybinu obsahuje silymarin také dalsi flavonolignany jako isosilybin, silydianin,
silychristin a 2,3-dehydrosilybin, flavonoidy taxifolin a kvercetin a smés polymernich
fenolickych latek !"!

Silybin se vyuziva predevsim jako hepatoprotektivum,'”! ale je to také ucinny
antioxidant, ovliviiuje vyluCovani toxickych latek z organismu a ma uplatnéni také jako
dopliikova latka pfi chemoterapii nadorovych onemocnéni.!"!

Biologicka dostupnost a tedy i terapeuticka ucinnost silybinu je omezena jeho
nizkou rozpustnosti ve vodé (430 mg.I"). Modifikace silybinu spojené se zvysenim jeho
rozpustnosti ve vodé zlepSuji sice jeho biodostupnost, vzdy jsou vsak doprovazeny
podstatnym snizenim jeho antioxidacni (anti-lipoperoxidacni) aktivity. Pravdépodobnym
vysvétlenim tohoto chovani polamich derivata silybinu je skuteCnost, zZe silybin diky své
amfifilni povaze pusobi pfevazné v mistech fazového rozhrani voda - lipidova dvojvrstva,
tedy na povrchu lipidickych kompartment& bunék.”! Zvyseni polarity molekuly silybinu
tak vede ke snizeni jeho afinity k t€émto bunécnym strukturam, coz vede ke snizeni aktivity
takto modifikovaného derivatu oproti silybinu. Esterifikace silybinu mastnymi kyselinami
spojend se zvySenim jeho hydrofobity by naopak mohla vést k zesileni afinity téchto
derivatt silybinu k povrchu biomembran, coz by mohlo vést ke zvySeni biologické aktivity
téchto derivatu ve srovnani se silybinem. Pro zachovani antioxidacni aktivity zamysleného
acyl derivatu silybinu je nezbytné vést esterifikaci selektivné do poloh, které nejsou
zodpovédné za tuto aktivitu. Jako nejvyhodnéjsi se z tohoto hlediska jevi polohy 7-OH a
23-OH. Vramci této prace byla pfipravena série esteri silybinu substituovanych
v polohach 7-OH a 23-OH mastnymi kyselinami s riznou délkou fetézce a byl studovan
vliv polohy substituce silybinu a délky fetézce mastné kyseliny na antioxidani (anti-
lipoperoxidacni) aktivitu.

Tato prace navazuje na praci Ing. Radka Gazaka, PhD (Selektivni modifikace
silybinu-disertatni prace) a Ing. Lucie Zivné (Selektivni esterifikace silybinu-diplomova

prace).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Ostropestiec mariansky (Silybum marianum)

Zdrojem silybinu je ostropestiec mariansky (Silybum marianum), ktery byl pro své
hepatoprotektivni G&inky vyuZivan jiz ve starovéku. Tato rostlina je pivodem ze
Stiedomori, od 70. let se vSak péstuje i v Ceské
republice. Ostropestiec mariansky (obrdzek 1) je druh z
Celedi  Asteraceae  (hvézdnicovité). Semena o.
marianského obsahuji smés flavonolignanti, flavonoidy,
lipidy, sacharidy, saponiny a vitaminy.!"* Extrakci
CasteCné odtuCnénych semen  acetonem (pfipadné
ethanolem, methanolem nebo ethyl-acetatem) se

ziskava surovy extrakt (tzv. silymarin)?®!

obsahujici
flavonolignany (vcetné silybinu) a polymerni fenolické
latky. Acetonovy extrakt se zahusti ve vakuu a

zbyvajici tuk se odstrani vytfepanim hexanem. Pri

vytfepavani zaroven dochazi k vysrazeni surového

Obrdzek 1: Ostropestiec 5
mariansky (Silybum marianum)  silymarinu. Cisty silybin se ziskava ze silymarinu

krystalizaci z ethanolu s pridavkem 10 % vody

a docisténim rekrystalizaci z absolutniho ethanolu.

2.2 Slozeni silymarinu

Preistény extrakt ze semen S. marianum pojmenoval Wagner>®!

v roce 1974 jako
silymarin. Jeho presné chemické slozeni zatim neni zcela znamé, nebot kromé frakce
tvorené flavonolignany (70 — 80 %) obsahuje také frakci polymernich fenolickych
slouCenin (20 — 30 %). V zavislosti na kultivaru S. marianum se podil téchto frakci
v extraktu méni. Hlavni slozkou silymarinu je silybin!'! (pfes 30 %), ktery je tvofen smési
dvou diastereoizomeri A a B zastoupenych v poméru pfiblizné 1:1 (obrdzek 2, str.9).
Silybin A (1a) ma absolutni konfiguraci 2R, 3R, 10R, 11R a jeho systematicky nazev je
(2R,3R)-2-[(2R,3R)-2,3-dihydro-3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-2-(hydroxymethyl)-1,4-

benzodioxin-6-yl]-2,3-dihydro-3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-on, silybin B (1b) ma



absolutni konfiguraci 2R, 3R, 10§, 11§ a systematicky nazev (2R, 3R)-2-[(2S,35)-2,3-
dihydro-3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-2-(hydroxymethyl)- 1,4-benzodioxin-6-yl}-2,3-

[4.7]

dihydro-3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-on.

CH,OH

@EOME
OH
OH O silybin A (1a) silybin B (1b)

2R, 3R, 10R, 11R 2R,3R, 108,118

Obrdzek 2: Struktura diastereoizomeru silybinu a jejich absolutni konfigurace (Cislovani pouzité zde je
odli$né od ¢islovani pouzivaného pii tvorbé systematickych nazvi)

Dalsi slozky silymarinu jsou flavonolignany isosilybin (2), silydianin (3), silychristin (4) a

2,3-dehydrosilybin (5) a flavonoidy taxifolin (6) a kvercetin (7) (obrazek 3, str. 10).



OH © isosilybin A (2a) OH O isosilybin B (2b)
2R, 3R, 10R, 11R 2R.3R 10§, 118

OH O

HO
L]
OH OH

OH O OH O
2.3-dehydrosilybin (5) (+)-taxifolin (6)

OH O

kvercetin (7)

Obrdzek 3: Dalsi slozky silymarinu

2.3 Diastereoizomery silybinu a jejich déleni

Stereochemie flavonolignanti silymarinu byla objasnéna pomoci CD-spekter,!*!
NMR spekter a rentgenostrukturni analyzy. Tento typ latek ma chiralni centra na uhlicich
C-2, C-3 (kruh C) a C-10, C-11 (kruh D). Silybin je smés diastereoizomeru, které lze jen
velmi obtizné separovat. Neni mozné je oddélit klasickymi separa¢nimi metodami jako je
chromatografie na silikagelu ¢i krystalizace. Je vSak mozné pouzit semipreparativni dé€leni.

Vyuziva se bud’ preparativni HPLC!*! a nebo se vychazi z glykosida silybinu, které jsou na
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rozdil od samotného silybinu délitelné pomoci preparativni sloupcové chromatografie na
silikagelu. Cisté diastereoizomery silybinu se po separaci ziskaji enzymovou hydrolyzou
cukerné slozky prislusného glykosidu silybinu. Smés silybinu A a B krystalizuje ve formé
smésnych  mikrokrystali,  obsahujicich  prakticky  ekvimolarni pomér  obou
diastereoizomeru.

Chemie silybinu se provadi vylu¢né s pfirodnim (smésnym) silybinem, protoze
Cisté diastereoizomery silybinu A a B jsou k dispozici pouze v malém mnozstvi -
v desitkach mg. Reaktivita obou diastereoizomerti je prakticky stejna a doposud nebyly
nalezeny zadné rozdily. Pokud vSak jde o jakoukoli interakci s anisotropnim prostfedim
(napr. receptory, proteiny apod.), je nutné pouzit opticky Cistych latek.

Novou moznou metodou je déleni pomoci enzymi. Slibnou metodou, ktera by
mohla poskytnout vyznamnéj§i mnozstvi Cistych diastereoizomertu silybinu, je vyuziti
enzymu schopnych selektivniho $tépeni vhodné modifikovaného silybinu (smési tvofené
stejnym derivatem silybinu A a B). V souCasnosti probiha testovani lipas schopnych

selektivni hydrolyzy estert silybinu.

2.4 Biosyntéza silybinu a jeho chemicka syntéza

Pro strukturu flavonoidi je charakteristicky fenylchromanonovy skelet
s navazanymi hydroxylovymi skupinami. Flavonolignany vznikaji kondenzaci flavonoidu
taxifolinu (6) s koniferylalkoholem (8),*°! od &ehoz je také odvozen jejich nazev, nebot
koniferylalkohol (8) tvofi spolu se sinapylalkoholem a p-kumarylalkoholem zakladni

stavebni kameny ligninu (obrdzek 4).

C[OH
oH HOCH~ oMo
OH
OH

OH O
taxifolin (6) koniferylalkohol (8)

Obrdzek 4: Stavebni kameny flavonolignanu

Vroce 1977 byla provedena syntéza silybinu kondenzaci taxifolinu (6)

s koniferylalkoholem (8) s pouzitim suspenzni kultury Silybum marianum"®" Byl také

11



navrzen mozny mechanismus kondenzace obou stavebnich jednotek katalyzovany
peroxidasou (Schéma 1, str. 13). VSechny latky ze skupiny silymarinu (kromé silydianinu,

) 2 u vech plati, ze

ktery jako jediny znamy tvofi isostereomer) jsou diastereoizomery
jejich vicinalni chirdlni centra jsou ve vzajemném frans usporadani. Jedna se o
hydroxymethylovou skupinu a substituovanou fenylovou skupinu na dioxanovém (popf.
tetrahydrofuranovém) kruhu. Jelikoz reakce latek 6 a 8 neni stereoselektivni, vznika smés
dvou diastereoizomeru (Schéma I). Ostatni flavonolignany vznikaji rovnéz reakci téchto
dvou latek, ale jinym mechanismem.

Krom& zminéné biomimetické syntézy silybinu!'” byla také publikovana jeho
totalni syntéza,!'”! ktera vsak vedla ke smési 4 diastereoizomerti, z nichz pouze dva byly

identické s pfirodnim silybinem (smési silybinu A a B).

12



peroxidasa  HO

—_—
H
taxifolin (6) ?
OH O 0
OMe OMe OMe
peroxidasa
_— D E—
-H: |
N N}
CH,OH CH,OH CH,CH
10
koniferylalkohol (8)
O CH,OH
HO_ . O . ©i A OMe
spontanné ) 0 ¢
[
9 +10 ——m> H
N

O CH,OH
\\\\\ C[ OMe

OH

silybin (1)

Schéma 1

Biosyntéza taxifolinu (6) je spojena s hlavnimi biosyntetickymi drahami, které

vyuzivaji prekursory Sikimatové a acetat-malonatové drahy (Schéma 2, str. 14).1"!
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acctat-malonatova draha -~«——— gikimatova draha
3x malonyl-CoA

p-hydrovq skoficova kyselina

OH OH
OH O HO 0 . ©/

OH O OH O

chalkon flavanon

OH O OH O
dihydroflavanol taxifolin (6)

Schéma 2

Biosyntéza koniferylalkoholu (8) vychazi z kyseliny ikimové (Schéma 3).!**)

COOH
@\ ©/\/COOH X ~COOH
HO

) ‘ p-kumarova kyselina

kyselma élklmova kyselina trans-skoficova (p-hydroxyskoticova kyselina)
X CH0H . _COOH X COOH
/@/\/ ) /@/v
OMe OH
koni fcrylalkohol ¢)) kyselina ferulova kyselina kdvova
Schéma 3
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2.5 Semisyntetické derivaty silybinu

Nizka rozpustnost silybinu ve vodé (430 mg/l) zna¢né limituje jeho biologickou a
terapeutickou ucinnost. Proto byly pripraveny hydrofilni derivaty silybinu jako jsou
3,23-O-Bishemisukcinat ~ silybinu  (Legalon-SIL, Madaus),!"! silybin-23-O-fosfat,!"!
23-0-glykosidy silybinu (B-D-glukopyranosid, B-D-galaktopyranosid, p-laktosid a f-maltosid) ')
a karboxylové kyseliny, ziskané selektivni oxidaci silybinu a 2 3-dehydrosilybinu.!"®
3,23-0-Bishemisukcinat silybinu je komercni 1éCivo, které se diky dobré rozpustnosti ve
vodé pouziva intravenozné pii 1éCbé akutnich otrav mykotoxiny, protoze pusobi na
receptory, které zprostiredkovavaji vstup mykotoxini do bunék. Ostatni hydrofilni derivaty
silybinu nedosahly komercniho vyuziti, nebot’ pies jejich lepsi rozpustnost ve vodé jsou
jejich biologické ucinky (predevsim cytoprotektivni a antiradikalové) podstatné nizsi ve
srovnani se silybinem.

Nyni se pro zlepSeni biodostupnosti pouziva novych postupu, které vyuzivaji toho,
ze lipofilni derivaty dobfe vstupuji do lipidickych kompartmentl, napiiklad lipofilni
nekovalentni komplex silybinu s fosfatidylcholinem (IdB 1016, Indena, 7).!"”!

2.6 Biologické ucinky silybinu (silymarinu)

Ostropestfec mariansky je pouzivan jiz od starovéku. Jako pfirodni 1éCivo se pouziva na
zazivaci problémy gastrointestinalniho traktu, nemoci zlu¢niku a jater, pfi menstruacnich
obtizich a kfeCovych zilach. Bézné se extrakt ze S. marianum pouziva pro 1é¢bu cirhozy,

chronické hepatitidy a nemoci jater spojené s nadmérnou konzumaci alkoholu ¢i vystaveni

{20]

pfirodnim toxinim. Silybin pisobi na mnoha urovnich, napftiklad jako inhibitor

glukuronidasy a antioxidant.
Vzhledem k majoritnimu zastoupeni silybinu v silymarinu lze pfedpokladat, ze za

velkou ¢ast biologickych ucinka je zodpovédny pravé silybin, coz bylo také mnohokrat

prokazano vysledky biologickych testd s Gistym silybinem ve srovnani se silymarinem.!"!

In vivo chrani silybin jatra proti riznym jedum, napi. proti allylalkoholu, hepatotoxinim

[21.22]

muchomirky zelené (Amanita phalloides) - phalloidinu a a-amanitinu,'’! dale pak

tetrachlormethanu,**) galaktosaminu a thioacetamidu.!”! Vyuziva se také proti nezadoucim

uéinkdim radioaktivity,**) toxickému ptisobeni iontd zeleza!?” a pi virové hepatitids.**!

15



Silybin ptisobi jako antioxidant,””! zvysuje vyluCovani toxickych latek z organismu'® a

inhibuje tvorbu leukotrieni z polynenasycenych mastnych kyselin diky inhibici
lipoxygenasy.®*! Zvysuje také syntézu proteini hepatocytu a ovliviiuje imunitni systém.
Silybin ma také pozitivni uCinky na kazi a je vhodny pro jeji ochranu napiiklad pfi
vystaveni kiize UV zareni a pii bezpoCtu koznich poruch, jako jsou otoky, spaleni pokozky
slune¢nimi paprsky, hyperplazie, imunosuprese, poskozeni DNA, starnuti kuize vlivem UV
zareni, melanogeneze a rakovina kuze.

Pro svou cytoprotektivni aktivitu je silybin také vyuzivan jako chemoprotektivum,
které inhibuje karcinogenni uéinky mnoha chemikalii.®'! Napiiklad prokazatelng snizuje

..........

fazi, které vyvolava N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)-nitrosamin.®? Dale také snizuje
karcinogenezi tlustého stieva u potkand, vyvolanou azoxymethanem."””!

Za poslednich pét let bylo publikovano vice nez 400 praci zabyvajicich se
biologickymi uCinky silybinu, popf. silymarinu, pfesto vSak byva v literatufe casto
zaméfiovan silybin (Gista latka) za silymarin (komplex) a opa&né.P* Silybin resp. silymarin
je povazovan za bezpeCné léCivo, nebot doposud nebyly zjistény zadné vedlesi Ci
negativni uginky na lidsky organizmus.”’! Casteéné je to dano nizkou rozpustnosti
flavonolignani ve vodé, takze je viceméné nemozné dosahnout toxické koncentrace
silybinu in vivo. Casto také byvaji opomijeny aspekty souvisejici s optickou &istotou
silybinu 1 ostatnich flavonolignana silymarinu. Proto je vhodné pfipomenout, ze pokud se
jedna o jiné pouziti silybinu (silymarinu) nez antioxidacni v isotropnim prostfedi, je nutné

brat v vahu stereochemii danych latek.

2.6.1 Antihepatotoxicka aktivita silybinu vuci pusobeni xenobiotik

Pfed vylou€enim xenobiotika z organismu dochazi casto kjeho metabolickym
preménam, vedoucim k jeho snadnéjsi eliminaci. Nejprve dochazi k metabolické aktivaci,
coz je tzv. prvni faze biotransformace. Obvykle se jedna o oxidacné-redukéni d€j, pfi némz
hraje vyznamnou roli komplex oxidoreduktaz obsahujici cytochrom P450. Pfi druhé fazi
biotransformace napf. tvorbé glukosiduronati xenobiotik dochazi ke zvysSeni polarity
xenobiotika. Po aktivaci mohou z xenobiotik vznikat vysoce toxické reaktivni radikaly,
zpusobujici peroxidaci lipidu a nasledné destrukci hepatocytu.

Mechanismus antihepatotoxického pusobeni silybinu je dvoji. Za prvé omezuje

metabolickou aktivaci daného xenobiotika inhibici cytochromu P450. Za druhé ma silybin

16



schopnost zhaSet volné radikaly (free radical scavenger) a prerusit tak ret€zovou oxidacni

reakci (chain-breaking antioxidant).

Inhibice cytochromu P 450

V testech in vivo na zvifecich modelech (mySich) silybin inhiboval aktivitu
nékolika specifickych cytochrom& P450.%°! Z poslednich studii vyplyva, Ze silybin a
2,3-dehydrosilybin inhibuji cytochrom P450 1Al vlidskych jaternich burkach a
keratinocytech. Tyto efekty mohou vysvétlit nékteré z hepatoprotektivnich ucinka silybinu
(silymarinu).P!

Toxické pusobeni tetrachlormethanu spociva v jeho redukéni dehalogenaci cytochromem
P450 na volny trichlormethylovy radikal CCl;", ¢imz dochazi k jeho metabolické aktivaci
(Schéma 4, str. 18). Tento radikal bezprostfedné reaguje s kyslikem za vzniku
trichlormethylperoxylového radikalu.””’ Nasledné pak dochazi k odtrzeni atomu vodiku
z nenasycenych lipidi a ktvorbé lipidovych radikala s radikadlovym centrem na atomu
uhliku. Lipidovy radikal rychle piijima molekularni kyslik a vznikd lipidovy
peroxyradikal, ¢imz je iniciovana fetézova oxidace lipidu, ktera vede k destrukci
bunéCnych struktur hepatocytu. Snizena metabolicka aktivace tetrachlormethanu omezuje
tvorbu trichlormethylového radikalu, a tim je také nasledné omezena oxidace lipidd. Tento
mechanismus se uplatiiuje u latek, které podléhaji radikalovym reakcim (napf. nenasycené
mastné kyseliny). Tato inhibi¢ni schopnost byla prokazana in vitro na aktivitach nekolika

monooxygenas.

17
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CCl, A—> CCl,0

P 450 cCl,—0—0—H

o vodik z nenasyceného lipidu
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)
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2.6.2 Antioxidaéni u€inky flavonoidu

Oxidacni stres

Oxidacni stres je definovany jako nerovnovaha mezi oxidaénim a antioxidainim
systémem, coz muze vést az k potencialnimu poskozeni tkani. Vznika tedy jako dusledek
oxidaCnich procest v burice, které vyvolavaji reaktivni formy kysliku (ROS - reactive
oxygen species) a dusiku (RNS - reactive nitrogen species). ROS vznikaji riznymi
redoxnimi reakcemi molekularniho kysliku, Casto za katalyzy piechodnymi kovy jako je
zelezo nebo méd a maji tendenci reagovat sdalSimi molekulami, nejcastéji
s nenasycenymi mastnymi kyselinami a/nebo s postrannimi fetézci aminokyselin. Mezi
ROS patii zejména superoxidovy radikal (O;), peroxid vodiku (H0,), hydroxylovy
radikal (HO-) a singletovy kyslik. Je v§ak nutné podotknout, Ze prestoze jsou ROS toxickeé,
byvaji tyto latky zamérné tvoreny organismy jako obranna odpovéd’ na stresové podnéty
(napt. napadeni patogeny), & byvaji pouzivany jako signalni molekuly. Zivé organismy si
v prubéhu generaci vyvinuly unikatni systém regulace ROS, Cimz se brani nechténému
poskozeni vlastnich bun€k. ROS jsou vysoce reaktivni, proto oxiduji lipidy, proteiny a
DNA, coz vede pii nedostatku antioxidanti (at uz endogennich ¢&i exogennich)
k oxidanimu stresu. Reaktivni formy kysliku mohou zplsobovat poSkozeni bunék
nékolika zpusoby: 1. tvorba modifikovanych biomolekul vede k poskozeni bunécné
funkce, 2. tvorba toxickych forem jako jsou peroxidy, aldehydy a ketony, 3. zména
biologickych molekul muize vést k pfehnané imunitni odpovédi a nasledné
k autoimunitnim onemocnénim, 4. oxidanty mohou zmeénit signalni kaskadu (drahu) uvnitf
bunék, coz muze vést k dalsi potenciaci zminénych efektu.

Hlavnimi zdroji volnych radikali jsou bilé krvinky (produkuji ROS pfi napadeni
patogeny), mitochondrialni dychaci fetézec, biotransformace xenobiotik
v endoplazmatickém retikulu hepatocytu, Fentonova nebo Haberova-Weisova reakce
ptechodnych kovil®®! (obrdzek 5). Vznikaji viak také napiiklad G&inkem UV zafeni ¢&i

ionizujicim zarenim.

H,0, + Fe?* (Cu’) — HO +HO" +Fe*" (Cu®)

Obrdzek 5: Fentonova (Fe) a Haberova-Weisova reakce (Cu)
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Antioxidanty chrani biologické systémy pied Gcinky volnych radikald. Déli se na
antioxida¢ni enzymy (napi. peroxidasa, superoxiddismutasa, katalasa) a antioxidacni
(nizkomolekularni) latky, které jsou bud’ lipofilni (rozpustné v tucich, napf. vitamin A, E)
nebo hydrofilni (rozpustné ve vodé, napt. vitamin C, flavonoidy, thioly, kyselina mo€ova a

glutathion).

2.6.3 Antioxidac¢ni u€inky silybinu

Antioxidaéni vlastnosti silybinu a flavonoidnich latek wibec jsou dany tim, ze
potladuji vznik reaktivnich sloudenin kysliku a dusiku (ROS a RNS).P**! V podstaté
pouzivaji dvoji mechanizmus, bud’ vychytavaji volné radikaly nebo inhibuji enzymy
produkujici, popt. spojené sprodukci ROS (xanthinoxidasu, proteinkinasu C,!*"
cyklooxygenasu, lipoxygenasu, NADH oxidasu atd.).

Mnoho flavonoidii vCetné silybinu také ucinné chelatuje ionty prechodnych kowvi,
které hraji dilezitou roli v metabolismu kysliku, hlavné ionty Zeleza a médi. Zelezo i méd’
jsou sice biologicky vyznamné kovy majici dulezité fyziologické funkce (soucast
hemoproteini a kofaktori riznych enzymu), které se za fyziologickych podminek
nevyskytuji v organismu volné, ale pevné vazané v proteinech (hem, ceruloplasmin atd.),
avsak pfi patologickych stavech se uvoliuji a pasobi skodlive.

Bylo zjisténo, ze jednotlivé hydroxylové skupiny silybinu pusobi rozdilnymi
antioxidaCnimi mechanismy (obrdazek 6, str. 21), coz piispiva k jeho relativné vysoké
antioxidaéni aktivité.!*’! Za antiradikalovou aktivitu silybinu je ptedeviim zodpovédna
skupina 20-OH (pfima interakce s volnymi radikaly), zatimco 7-OH vykazuje, zejména pfi
vysSich koncentracich, aktivitu pro-oxidacni, tzn. Ze fetézovou radikalovou reakci
nezpomaluje, ale naopak urychluje. Vyznamna je také uloha skupiny 5-OH, ktera ma spolu
s karbonylovou skupinou v poloze C-4 chelatacni vlastnosti (chelatuje ionty Fe a Cu , ¢imz
zabraruje pro-radikalovym reakcim typu reakce Fentonovy). Poloha C-3 pomémé snadno
oxiduje za vzniku 2,3-dehydrosilybinu, coz je derivat silybinu svyrazné vyssi

antiradikalovou aktivitou.
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Prooxidaéni aktivita?

23
\ CH,OH
HO OMe
20 OH
OH O L
\ Snz;d;(lipﬁd(lierha.;)i:fiam Antioxida¢ni a antiradikalova
na z.3-dehydrostlybin aktivita (pfima interakce s radikaly)

Chelatace 1onti pfechodnych kovu (napt. Fe
a Cu) a tim brani radikalovym reakcim

Obrdzek 6: Uloha jednotlivych hydroxylovych skupin silybinu v mechanismu jeho
antioxida¢niho pusobeni (pFevzato z 42)

2.7 Stanoveni antioxidaéni aktivity

2.7.1 Redukce N,N-difenyl-N‘-pikrylhydrazylového radikalu (DPPH test)

Pro orientacni stanoveni antioxida¢niho u€inku lze v prvni fadé pouzit zhaSeni
(redukci) stabilniho N, N-difenyl-N -pikrylhydrazylového radikalu (DPPH). Jedna se o
metodu, ktera poskytuje informaci o antioxidacnich vlastnostech méfenych latek (obrazek
7, str. 22), kde zména absorbance, ke které dochazi pfi redukci DPPH pfitomnym
antioxidantem, je zavisla na mife antioxidaCniho pusobeni méfené latky. Je nutné
podotknout, Ze zde hraje dilezitou roli teplota a doba pisobeni mérené latky. Tato metoda
méfeni antioxidaCnich vlastnosti vSak neposkytuje zadnou informaci o tom, co se
s méfenou latkou pfi radikalové reakci déje. Prestoze je tato metoda vSeobecné uznavana

(43471 yzhledem k tomu,

pro hodnoceni antioxida¢niho potencialu pfirodnich latek in vitro,
ze DPPH neni fyziologicky se vyskytujici radikal a stanoveni se navic provadi v methanolu
a nikoliv ve vodé, nelze brat vysledky tohoto stanoveni antioxidacni aktivity za zcela
jednozna¢né. Chovani antioxidanti in vivo je diky jejich komplexnimu mechanismu
plisobeni Gasto zcela odlisné od zavéra vyplyvajicich z DPPH testu.**! Teprve kombinaci
dvou a vice vzajemné nezavislych metod stanoveni antioxidacni aktivity latek a jejich

kritickym porovnanim lze ziskat pravdépodobnou informaci o antioxida¢ni G€innosti dané

latky v zivém (lidském) organismu.
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Ne +H NH
O,N NO, H O,N NO,
NO, NO,
DPPH’ (fialovy) DPPH-H (Zluty)

Obrdzek 7: Radikalova reakce s DPPH (redukce DPPH)

2.7.2 Inhibice mikrosomalni lipoperoxidace

Pro detailnéjsi ovéfeni antioxidaéni aktivity novych derivata silybinu lze studovat
protektivni ucinek na mitochondrilni a mikrosomalni membrany potkanich jaternich
bunék. Oba typy membran jsou vhodnym modelem pro hodnoceni protektivity vici
lipoperoxida¢nimu poskozeni. Membranové hydrofobné-hydrofilni rozhrani je povazovano
za kliCové misto pro protektivni uCinek fenolickych latek, vcetné silybinu a jeho

BI" Schopnost fenolickych kyselin'*” a flavonoidi™®® inhibovat lipoperoxidaci

derivatu.
modelovych membran, poptipadé LDL (,low density lipoprotein“-lipoperoteiny o nizké
hustoté) je v literatufe velmi dobfe dokumentovana. Mechanismem inhibice lipoperoxidace
v membranach je zabranéni retézové reakci interakci antioxidantu s volnym radikalem.
V prevenci lipoperoxidacniho poskozeni se vedle antioxidatniho efektu projevuje
rozdé€lovaci koeficient a prostorova orientace antioxidantu na membranovém rozhrani.
Vysledky méfeni samoziejmé také ovliviiuje hydrofobita resp. hydrofilita méfenych latek,
protoze hydrofilita latek snizuje afinitu tdchto latek k lipidovému rozhrani.*'! Obvykle se
hodnoti lipoperoxidace mitochondrialni nebo mikrosomalni membrany, ktera je

indukovana terc-butylhydroperoxidem. Vznikajici produkty peroxidace lipidi tvofi

s kyselinou thiobarbiturovou barevné komplexy, které se stanovuji spektrofotometricky.!*?!
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3 CIiL PRACE

Zakladni cile predkladané bakalaiské prace byly nasledujici:
1. Shromazdeéni zakladnich informaci o flavonolignanu silybinu zaméfenych

predevsim na jeho antioxidacni (popf. antiradikalovou) aktivitu

2. Priprava série 7-O- a 23-(O-acyl derivati silybinu s nasycenymi karboxylovymi
kyselinami s rizné dlouhym fetézcem (napf. butyrat, oktanoat, dodekanoat a

palmitat) v dostateCném mnozstvi pro nasledné studie antioxidacni aktivity.

3. Takto pripravené derivaty nasledné testovat na jejich antioxidacni aktivitu
pomoci DPPH testu a inhibici mikrosomalni lipoperoxidace. Dale pak z vysledku
méfeni posoudit, zda ma na antioxidacni aktivitu vliv délka fetézce karboxylové

kyseliny a poloha substituce silybinu.
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Pouzité chemikalie

Silybin (pfirodni, smés diastereoisomeru A a B v poméru piiblizné 1:1) - TEVA-Galena,
Opava (CR) - &istota byla uréovana pomoci HPLC, v ptipadé potieby byl silybin piecistén
rekrystalizaci z absolutniho ethanolu. Silybin byl vysuSen azeotropni destilaci s toluenem

(pro odstranéni krystalicky vazané vody) a uchovavan v exikatoru nad P,0s.

Mastné kyseliny a jejich derivaty: butanoylchlorid, kyselina oktanova, kyselina
dodekanova, palmitoylchlorid - v§e Aldrich (USA)

Ostatni chemikalie:

Diethyletherat fluoridu boritého (50 % roztok v diethyletheru), oxalylchlorid (2 mol.l”
v dichlormethanu), kyselina mravenéi (95 %, p.a.), terc-butylhydroperoxid, kyselina
thiobarbiturova, kyselina trichloroctova — Aldrich (USA),

molekularni sito 4A — Merck (SRN),

reagencie pro stanoveni proteint podle Bradfordové °”' — BioRad (USA),

NaHCO; (p.a.), Na;SO4 (p.a., bezv.), HCI (35 — 38 %), KCI, EDTA, sacharosa, NaCl -
Lachema (CR),

N, N-difenyl-N -pikrylhydrazylovy radikal (DPPH), tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS) — Loba I'einchemie (Rakousko)

Vsechny chemikalie byly Cistoty p.a. nebo vyssi.

Rozpoustédla: Ethyl-acetat, chloroform, ethanol, toluen, dichlormethan, acetonitril,
dimethylsulfoxid - Penta (CR), pyridin (suchy) - Fluka (Svycarsko), methanol - Merck
(SRN).

Vsechna rozpoustédla urCena pro chemické syntézy (s vyjimkou pyridinu) byla pied
pouzitim upravena nasledujicim postupem:
Toluen byl susen sodikem (5g Na na 11 toluenu) a pfed pouzitim byl destilovan za

pritomnosti sodiku pod argonem.
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Dichlormethan byl suSen nad CaH, (5g CaH; na 11 CH;Cly) adestilovan z hydridu
vapenatého pod argonem a uchovan nad molekulovymi sity 4A.
Acetonitril suSen nad CaH, (5 g CaH, na 11 CH3CN) a destilovan z hydridu vapenatého
pod argonem a uchovan nad molekulovymi sity 4A.
Aceton byl suSen nad bezvodym CaCl, (10g CaCl, na 11 acetonu) 12 hodin a
bezprostredné pied pouzitim byl destilovan z CaCl,.

Ostatni rozpoustédla byla pred pouzitim predestilovana, popf. pouzita bez dalsi

upravy (pokud to umozniovala deklarovana cistota).

Biologicky material:
Jako zdroj jaterni tkané pro izolaci mikrosomalni frakce potkanich hepatocytu slouzili
laboratorni potkani kmene Wistar (dvoumési¢ni samice o hmotnosti 200-250 g) s

neomezenym pristupem k potravé (standardni laboratorni dieta).

Pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byl pouzit silikagel 60 F,s4 na hlinikové folii —
Merck (SRN).
Pro preparativni sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel 40 — 63 um - Merck (SRN).

4.2 Pouzité pristroje

Termomixer - Eppendorf (SRN)

Spektrofotometr Sunrise™ - Tecan GmbH (SRN)
Ultracentrifuga Optima™ - Beckman (USA)
Centrifuga MiniSpin® - Eppendorf (SRN)
Homogenizator Ultra-Turrax 18 - Tka (SRN)

4.3 Pouzité metody

4.3.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

TLC bylo uzito ke sledovani prubéhu vSech reakci a separaci. Mobilni faze pouzita

pfi TLC byla CHCls/aceton/HCOOH (12:2:1, v/v). Detekce byla provadéna nejprve pod
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ultrafialovou lampou (254 nm), a poté postiikem roztokem 5 % H;SO4 v ethanolu a

nasledné mineralizaci zahfatim.

4.3.2 Preparativni sloupcova chromatografie na silikagelu

Rozméry pouzité kolony byly voleny vzhledem k mnozstvi separované smési.
Pritok mobilni faze byl urychlen pretlakem vzduchu 0,001-0,002 MPa (,flash”
chromatografie), slozeni mobilni faze je uvedeno u jednotlivych postupt. Prubéh separace
byl sledovan pomoci TLC. Separovana smés byla na kolonu nanaSena rozpusténa
v mobilni fazi, v pfipadé problému s rozpustnosti byl ke smeési pridan silikagel a snadno
odparitelné rozpoustédlo, ve kterém se dana smés dobie rozpoustéla (nejCastéji aceton) a

po odpareni byla smés adsorbovana na silikagelu nasypana na sloupec silikagelu v koloné.

4.4 Syntéza derivatu silybinu

4.4.1 Priprava chloridd kyselin

Chlorid kyseliny oktanové a dodekanové byl piipraven reakci prislusné kyseliny

s oxalylchloridem postupem popsanym v literatufe.!””!

4.4.2 Priprava estert silybinu — metoda A

4421 Ptiprava 23-O-palmitoylsilybinu

K roztoku silybinu (1; 750 mg; 0,207 mmol) ve smési rozpoustédel CH3;CN/CH,Cl,
(75 ml, 1:1, v/v) byl pfidan chlorid kyseliny palmitové (0,473 ml; 0,207 mmol) a nasledné
BF3-Et,0 (0,465 ml; 0,496 mmol, 50 % roztok v diethyletheru; v/v). Reak¢ni smés byla
michana 2 h pii 0 °C, nasledné byl pfidan dalsi podil palmitoyl chloridu (0,473 ml; 0,207
mmol) a BF3-Et,0 (0,465 ml; 0,496 mmol) a michani pokraCovalo pfi laboratorni teploté
jesté 1 h. Poté byla reakéni smés nalita na nasyceny roztok NaHCQO; (50 ml) s ledem a
extrahovana ethyl-acetatem (2 x 50 ml). Organicka faze byla promyta nasycenym
roztokem NaCl (50 ml), vysuSena bezvodym Na,SO,; a odpafena na vakuové odparce.
Chromatografii na silikagelu (mobilni faze: chloroform/aceton/kyselina mravenci - 95:5:1)
byl ziskan Cisty 23-O-palmitoylsilybin (14, (tabulka 1, str 27), 228 mg, 20,4 %) jako
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nazloutla amorfni latka. '"H a >C NMR data byla ve shodé s dfive uvedenymi.’* ESI MS
(m/z): 721,2 [M + H]'. Vypo&tené (m/z) latky 14 je 721,36 [M + H]'.

Dalsi 23-O-acyl derivaty silybinu byly pfipraveny analogickym zpisobem, blizsi

udaje jsou uvedeny v fabulce 1.

4.4.3 Priprava esteru silybinu — metoda B

4431 Ptiprava 7-O-palmitoylsilybinu

K roztoku silybinu (1; 750 mg; 0,207 mmol) v pyridinu (40 ml) byl pfidan chlorid
kyseliny palmitové (0,713 ml; 0,311 mmol) a reakéni smés byla michana 1 h pii 0 °C.
Reakce byla ukonCena nalitim reak¢ni smési do zfedéné kyseliny chlorovodikové (100 ml,
5 % v/v) chlazené extern¢ ledem a vznikla smés byla extrahovana ethyl-acetatem.
Organicka faze byla promyta nejprve nasycenym roztokem NaHCO; a poté nasycenym
roztokem NaCl, vysuSena bezvodym Na,SOs a odpafena na vakuové odparce.
Chromatografii na silikagelu s mobilni fazi chloroform/aceton/kyselina mravenci (95:5:1)
byl ziskan Cisty 7-O-palmitoylsilybin (15 (tabulka 1), 330 mg, 29,5 %).

'H a ®C NMR data byla ve shodé s dfive uvedenymi.’*! MALDI MS (m/z): 743,3
[M + Na]'. Vypoétené m/z latky 15 je 743,34 [M + Na]'.

Ostatni 7-O-acyl derivaty silybinu byly pfipraveny analogickym zpusobem, blizsi

udaje jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Priprava esteru silybinu

chlorid kyseliny =~ metoda produkt* vytézek [%)]
butanoylchlorid B 7-O-butanoylsilybin (16) 44.5
oktanoylchlorid B 7-O-oktanoylsilybin (18) 19,0
dodekanoylchlorid B 7-O-dodekanoylsilybin (19) 17,4
palmitoylchlorid B 7-O-palmitoylsilybin (15) 295
butanoylchlorid A 23-0O-butanoylsilybin (20) 22,5
oktanoylchlorid A 23-0-oktanoylsilybin (21) 23,8
dodekanoylchlorid A 23-0-dodekanoylsilybin (22) 14,5
palmitoylchlorid A 23-0-palmitoylsilybin (14) 20,4

* - analyticka data (NMR) byla pro vSechny piipravené derivaty ve schodé s diive publikovanymi.[56]
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4.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity esteru silybinu

4.5.1 Zhaseni N,N-difenyl-N -pikrylhydrazylového radikalu (DPPH test)

Zasobni roztoky latek 14 - 22 (a silybinu jako referencni latky (tabulka 1, str 27), o
koncentraci 20 mmol-I") byly pfipraveny jejich rozpusténim ve smé&si DMSO/methanol
(1:9, v/v). Dale byl ptipraven roztok DPPH radikalu o koncentraci 0,1 mmol-l". Jako slepy
vzorek byl pouzit roztok DMSO/methanol v poméru 1:9. Pro stanoveni bylo do jamek
mikrotitrani desticky napipetovano 65 pl methanolového roztoku testované latky
o koncentracich 20; 10; 5; 2.5; 1,25; 0,625; 0,3125 mmollI"! a poté bylo do vsech jamek
aplikovano 65 pl pfipraveného roztoku DPPH. Po 10 min byla méfena absorbance pfi

540 nm.

4.5.2 Inhibice lipoperoxidace

4521 Izolace mikrosomalni frakce potkanich jater

Mikrosomalni frakce byla izolovana zjater laboratornich potkani postupem
popsanym v literatute.”>*®! Jaterni tkan byla rozmélnéna a homogenizovana v ledovém
pufru 1 (Tris/HCI (3 mmol/l), sacharosa (250 mmol/l) a EDTA (0,1 mmol/l), pH 7,4).
Ziskany 20 % (w/w) homogenat byl centrifugovan (15 min/800 g/4 °C) pro odstranéni
zbytkli krvinek a pojivové tkané€. Poté nasledovala centrifugace supernantantu (20
min/8000 g/4 °C). Vznikly supernatant s mikrosomalni frakci byl pfeveden do
ultracentrifugacnich zkumavek a ultracentrifugovan (1 h/105000 g/4°C). Sediment vznikly
ultracentrifugaci byl resuspendovan v pufru 2 (Tris/HCI (50 mmol/l) s KCI (100 mmol/l) a
EDTA(1 mmol/l), pH 7,4), poté byl znovu centrifugovan (1 h/ 105000 g/4 °C) a
resuspendovan ve vodném roztoku KCI (0,5 ml; 1,15 %) a nakonec byl fedén pufrem 3
(Tris/HCI (50 mmol/l) s EDTA (0,1 mmol/l), pH 7,6). V ziskané suspenzi byly stanoveny
proteiny metodou podle Bradfordové."”! Takto ziskana mikrosomalni frakce byla pred

dal§im pouzitim uchovavana pii —80 °C.
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45272 Inhibice lipoperoxidace mikrosomalnich membran

Smés 400 pl mikrosomalni suspenze (o vysledné koncentraci 0,625 mg/ml) a 50 pl
testovanych latek v DMSO o vyslednych koncentracich (0-100 uM) byla inkubovana v 1,5
ml mikrozkumavkach v termomixeru 1 h pii 37 °C. Peroxidace membranovych lipidi byla
indukovana 50 pl ferc-butylhydroperoxidu (BH) o vysledné koncentraci 1 mmol/l,
celkovy objem reakéni smési €inil 0,5 ml. Slepa zkouska obsahovala pouze pouzity pufr 3
(Tris/HC1 (50 mmol/l) s EDTA (0,1 mmol/l), pH 7,6), tedy bez pfidavku terc-
butylhydroperoxidu (/BH). Po inkubaci bylo k reakéni smési pfidano 0,7 ml ledové smési
kyseliny thiobarbiturové a trichloroctové (TBA — TCA; pfipraveno pfedem smichanim
TBA 26 mmol/l, TCA 918 mmol/l s destilovanou vodou za tepla) a vzorky dale zahfivany
15 min pfi 90 °C. Po ochlazeni a centrifugaci (10 min./900 g) bylo z kazdého vzorku
odebrano 200 pl a pfeneseno do jamky 96 jamkové mikrotitracni destiCky. Byla zméfena
absorbance pfi 535 nm a stanovena hodnota ICsy ze ziskaného souboru dat pro méfenou

latku.
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5 VYSLEDKY

5.1 Redukce N,N-difenyl-N -pikrylhydrazylového radikalu

Metoda zhaseni (redukce) DPPH radikalu byla pouzita ke srovnani antiradikalove
aktivity novych derivata silybinu. Vysledky stanoveni (tabulka 2) jsou vyjadreny jako
koncentrace testovanych latek, které zpusobily 50 % pokles absorbance roztoku DPPH pii

vlnové délce 540 nm.

Tabulka 2: Antiradikalova aktivita derivati silybinu vi¢i DPPH

Testovana latka 1Cso (mmol/l)
silybin (1) 2,1
7-O-butanoylsilybin (16) 23
7-O-oktanoylsilybin (18) 4,0
7-O-dodekanoylsilybin (19) 3,0
7-O-palmitoylsilybin (15) 3,6
23-O-butanoylsilybin (20) 3,9
23-0-oktanoylsilybin (21) 3.9
23-0O-dodekanoylsilybin (22) 3,9
23-0O-palmitoylsilybin (14) 4,8

ICs - koncentrace mérené latky zpusobujici 50 %-ni pokles absorbance roztoku DPPH

Esterikace silybinu mastnymi kyselinami vedla ve vSech pfipadech ke snizeni jeho
antiradikalové aktivity vi¢i DPPH-radikalu, pfiCemz acylace skupiny 23-OH byla ve
vétsiné pripadi spojena s podstatnéj§im snizenim antiradikalové aktivity nez acylace
skupiny 7-OH, coz naznacuje, ze skupina 7-OH silybinu je schopna interagovat s DPPH

radikalem.

5.1.1 Vyhodnoceni DPPH testu

Na piikladu silybinu je ukazan postup, podle kterého byly zpracovany veskeré
vysledky méfeni ostatnich derivata silybinu (uvedené v tabulce 2). Zjisténé hodnoty pro
silybin (tabulka 3, str. 31) byly vyneseny do grafu 1 (str.31). Ze ziskané rovnice regrese
byla vypoctena ICso, tedy koncentrace odpovidajici poloviné absorbance Ay (Ao —

absorbance roztoku DPPH bez pfidavku antioxidantu).
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Tabulka 3: Absorbance roztoku DPPH v zavislosti na koncentraci silybinu

koncentrace prumérna
silybinu (mM) absorbance absorbance
20 0,061 0,064 0,062 0,0623
10 0,058 0,062 0,061 0,0603
5 0,065 0,069 0,071 0,0683
2,5 0,086 0,094 0,094 0,0913
1,25 0,107 0,117 0,114 0,1127
0,625 0,124 0,132 0,137 0,1310
0,3125 0,139 0,148 0,144 0,1437
0 0,161 0,168 0,166 0,1650
ICso silybinu y = 0,0275x + 0,1545
R?=0,9244
0,1800 -
0,1600 !’
0,1400
.
0,1200 -
.
0,1000 4
< .
0,0800 -
0,0600 -
0,0400 -
0,0200 -
0,0000 T T T T T \
0 0,5 1 15 2 25 3
c (mM)

Graf 1: Graf zavislosti absorbance pFi 540 nm na koncentraci silybinu

5.2 Inhibice lipoperoxidace

Antioxida¢ni ucinek testovanych derivatd silybinu byl ovéfen na modelu inhibice

lipoperoxida¢niho poskozeni jaternich subcelularnich membran (mikrosomu).
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Lipoperoxidace mikrosomalnich membran byla indukovéna ferc-butylhydroperoxidem (o
vysledné koncentraci 1 mmol/l) a nasledné byla sledovana jeji inhibice testovanymi
derivaty silybinu v koncentra¢nim rozmezi 20-100 pmol/l.

Vysledky méfeni jsou shrnuty v tabulce 4 (str. 32) a je z nich patrno, ze schopnost
derivatu silybinu inhibovat lipoperoxidaci mikrosomalnich membran klesa v pofadi:
7-O-palmitoylsilybin (15) > 7-O-dodekanoylsilybin (19) > 23-O-palmitoylsilybin (14) >
23-0O-dodekanoylsilybin  (22) > silybin (1) > 23-O-oktanoylsilybin (21) > 7-O-
butanoylsilybin (16) > 7-O-oktanoylsilybin (18) > 23-O-butanoylsilybin (20)

Z téchto vysledki je mozno vyvozovat, ze esterifikace silybinu karboxylovou
kyselinou s delSim fetézcem (C-12 a C-16) vede k derivatu s vyssi antilipoperoxidacni
aktivitou (ve srovnani se silybinem), zatimco esterifikace silybinu karboxylovymi
kyselinami s kratsimi fetézci (C-4 a C-8) tuto aktivitu snizuje. Kromé toho je patrné, ze
esterifikace 7-OH silybinu vede k derivatim s vys$$i aktivitou nez esterikace 23-OH.
Nejvys§i  anti-lipoperoxidacni  aktivitu  z pfipravenych derivatd  vykazoval 7-O-
palmitoylsilybin (15), ktery mél vice nez dvakrat vys§i aktivitu nez nemodifikovany

silybin.

Tabulka 4: Inhibice lipoperoxidace mikrosomalnich membran derivity silybinu

Testovana latka ICso (umol/1)
silybin (1) 71
7-O-butanoylsilybin (16) 93
7-O-oktanoylsilybin (18) 119
7-O-dodekanoyisilybin (19) 60
7-O-palmitoylsilybin (15) 31
23-0-butanoylsilybin (20) 123
23-0-oktanoylsilybin (21) 77
23-0O-dodekanoylsilybin (22) 67
23-0O-palmitoylsilybin (14) 62
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6 Diskuze

V poslednich 5 letech bylo publikovano vice nez 400 praci zabyvajicich se
silybinem, silymarinem a jejich medicinskym vyuzitim, coz prokazuje znalny vyznam
téchto latek ve farmakologii.!'! Biologicka dostupnost silybinu je v§ak pomémé limitovana
jeho nizkou rozpustnosti ve vodé. Bylo zjisténo, ze modifikace silybinu s cilem zvysit jeho
hydrofilitu, vedou spiSe ke zhorSeni jeho biologické aktivity.!">'”! Pravd&podbnym
vysvétlenim této skuteCnosti je fakt, ze silybin pisobi hlavné v lipofilnich kompartmentech
bungk (napt. lipidova dvojvrstva cytoplazmatické membrany).”! Jinou cestou, jak zvysit
biologickou dostupnost silybinu, aniz by vSak byla snizena jeho biologicka aktivita, je
tvorba nekovalentniho komplexu silybinu s fosfatidylcholinem.!"!

Selektivni acylace vhodné polohy (pfipadné poloh) silybinu vys§i mastnou
kyselinou predstavuje dalsi moznost, jak pfipravit lipofilni derivat silybinu se zachovanou
(popt. i zvySenou) biologickou aktivitou. Strukturné aktivitni studie rdznych derivatu
silybinu naznacCuji, ze pro substituci je z hlediska zachovani nebo dokonce potenciace
antiradikalové aktivity nejvyhodn&jsi poloha 7-OH, popt. poloha 23-OH.!**!

Aby bylo mozno ovéfit tyto uvahy a prokazat spravnost této strategie, byla
pfipravena série esteru silybinu (v polohach 7-OH a 23-OH) s karboxylovymi kyselinami o
ruzné délce retézce. AntioxidaCni (antiradikalova) aktivita téchto derivatu byla sledovana
pomoci dvou metod: a) tzv. DPPH-test, ktery vyjadiuje schopnost daného derivatu
redukovat stabilni DPPH radikal; b) inhibice lipoperoxidace mikrosomalnich membran
indukované ferc-butylhydroperoxidem. Na zakladé¢ =ziskanych vysledku byl také
vyhodnocen vliv délky fetézce karboxylové kyseliny a polohy substituce silybinu na
antioxidacni aktivitu.

Esterikace silybinu mastnymi kyselinami vedla ve vSech pfipadech ke snizeni jeho
antiradikalové aktivity vi¢i DPPH-radikalu, pfiCemz acylace skupiny 23-OH byla ve
vét§iné pfipadl spojena s podstatné$im snizenim antiradikalové aktivity nez acylace
skupiny 7-OH. Tento zavér je v souladu s drivejSimi poznatky, naznaujicimi pro-oxidacni
aktivitu polohy 7-OH molekuly silybinu.®® Substituce skupiny 7-OH snizuje aktivitu
silybinu vici DPPH, protoze tato skupina je schopna interagovat s DPPH radikalem.
Ponékud prekvapujici je vSak skuteCnost, ze substituce polohy 23-OH silybinu vede také

ke snizeni jeho schopnosti redukovat DPPH radikal nebot’ tato funkéni skupina molekuly
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silybinu neinteraguje s radikaly (tedy ani s DPPH). Moznym vysvétlenim tohoto chovani
23-0-acyl derivati silybinu mize byt skuteCnost, ze amfifilni latky na bazi mastnych
kyselin tvofi v polamich rozpoustédlech nadmolekularni struktury (micely). Existence
takovychto nadmolekularnich utvard pak muze vést ke stérickému branéni interakce
volného radikalu (DPPH) s polohou zodpovédnou za antiradikalovou aktivitu silybinu
(poloha 20-OH). Spravnost téchto uvah podporuje také fakt, Ze u esteri s krat§im
uhlovodikovym fetézcem je sniZeni jejich antiradikalové aktivity mén€ vyrazné nez u
esteru s fetézcem del$im (butyrat versus palmitat), nebot’ zfejmé s délkou fetézce mastné
kyseliny roste také amfifilni charakter molekuly, coz vede ke tvorbé stabilngjsich
nadmolekularnich GtvarG a  efektivné§imu branéni pristupu volného radikalu
k antiradikalové pisobicim skupinam esteru.

Pro detailn€jsi ovéfeni antioxidaCni aktivity byly pfipravené derivaty testovany na
jejich schopnost inhibovat lipoperoxidaci mikrosomalni membrany potkaniho hepatocytu.
Hodnoty ICso derivatu silybinu se pohybovali v rozmezi 31— 123 umol/l, piicemz ICso
nemodifikovaného silybinu byla 71 umol/l. Na zakladé ziskanych vysledki bylo zjisténo,
ze délka retézce karboxylové kyseliny hraje vyznamnou roli v antilipoperoxida¢ni aktivité
esteri silybinu, nebot esterifikace silybinu karboxylovou kyselinou s del§im fetézcem
(C-12 a C-16) vedla k derivatu s vysSi antilipoperoxidacni aktivitou (ve srovnani se
silybinem), zatimco esterifikace kyselinami s krat$imi fetézci (C-4 a C-8) tuto aktivitu
snizovala. Bylo také zjisténo, ze esterifikace 7-OH silybinu vede k derivatim s vyssi

aktivitou nez esterikace 23-OH.
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7 Zaveér

V ramci této prace byla pfipravena série esteru silybinu (v polohach 7-OH a 23-OH)
s karboxylovymi kyselinami s riznou délkou fetézce (butyrat, oktanoat, dodekanoat a
palmitat) a byla sledovana jejich antioxida¢ni aktivita na zakladé jejich schopnosti

redukovat stabilni DPPH radikal a inhibovat lipoperoxidaci mikrosomalnich membran.

Esterifikace silybinu vedla k derivatim s nizs§i antiradikalovou aktivitou va¢i DPPH
radikalu, pfi¢emz esterifikace polohy23-OH silybinu vedla k vyrazn&jsimu snizeni této

aktivity nez esterifikace polohy #-OH molekuly silybinu.

Na schopnosti esteri silybinu inhibovat ferc-butylhydroperoxidem indukovanou
lipoperoxidaci mikrosomalnich membran bylo dale zjiSténo, ze esterifikace polohy 7-OH
silybinu karboxylovymi kyselinami s del§im fetézcem (C-12 a C-16) vede ke zvySeni jeho
inhibi¢ni aktivity, zatimco esterifikace kyselinami s krat§im fetézcem (C-4 a C-8) inhibi¢ni
aktivitu snizuje. Vliv esterifikace polohy 23-OH silybinu mél podobny trend, av§ak nebyl
tak vyrazny jako v ptipad€ 7-O-acyl derivata. Z toho vyplyva, ze poloha 23-OH silybinu je

méné vhodna pro esterifikaci silybinu s cilem ziskat derivaty s vyssi antioxidacni aktivitou.
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