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1. ABSTRAKT

UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE BOTANIKY A EKOLOGIE

Nazev diplomové priace: ELLAGOTANINY — VYSKYT, METABOLISMUS
A UCINKY NA LIDSKY ORGANISMUS

Kandidat: Bc. Karin Raabova
Skolitel: PharmDr. Jana Karli¢kova, Ph.D.
Diplomova prace 2016/2017, s. 77

Ellagotaniny patii do tfidy hydrolyzovatelnych tfislovin, které v zazivacim traktu
podléhaji hydrolyze za vzniku kyseliny ellagové. Ellagotaniny se vyskytuji v mnoha
rostlinnych celedich, napiiklad u rostlin z ¢eledi razovitych (Rosaceae), myrtovitych
(Myrtaceae) nebo kyprejovitych (Lythraceae). Pfirozené se nachazeji v nékterych
druzich ovoce (graniatové jablko, jahody, ostruziny, maliny, hroznové vino),
ale 1 v semenech vlaSskych ofechli a tvofi tak rGznorodou skupinu bioaktivnich
polyfenolti s protizanétlivou, protinddorovou, antioxida¢ni a antimikrobialni aktivitou.

K naslednému pritkkazu pfitomnosti téchto latek v rostlinach a jejich identifikaci
se nejCastéji pouzivaji specialni instrumentalni metody (HPLC, DAD, MS).

Tato diplomova prace je literarni reSersi, jejimz cilem bylo zpracovéani dostupnych
poznatkli o vyskytu ellagotaninii. Pozornost byla zaméfena predevSim na jejich

biologickou aktivitu prokédzanou na zvifecim nebo lidském organismu.

Klic¢ova slova: ellagotaniny, vyskyt, metabolismus, G¢inky, lidsky organismus



2. ABSTRACT

CHARLES UNIVERSITY
PHARMACEUTICAL FACULTY IN HRADEC KRALOVE

DEPARTMENT OF PHARMACEUTICAL BOTANY AND ECOLOGY

Title of the Diploma thesis: ELLAGITANNINS — OCCURENCE, METABOLISM
AND EFFECTS ON HUMAN BODY

Candidate: Bc. Karin Raabova
Supervisor: PharmDr. Jana Karli¢ckova, Ph.D.
Diploma thesis 2016/2017, pp. 77

Ellagitannins belongs to a class of hydrolysable tannins, which are susceptible
to hydrolysis to give ellagic acid in the digestive tract. Ellagitannins occur in many plant
families, for example plants in the family Rosaceae, Myrtaceae or Lythraceae. There
are naturally found in some fruits (pomegranate, strawberries, blackberries, raspberries,
grapes), but also in the seeds of walnuts and thus form a diverse group of bioactive
polyphenols with anti-inflammatory, antitumor, antioxidant and antimicrobial activity.

Special instrumental methods (HPLC, DAD, MS) are most often used
for subsequent evidence of occurrence of these compounds in plants and their
identification.

This diploma thesis is a literature review, which aimed at processing
the available knowledge about the ellagitannins. Attention was focused

on the biological activity demonstrated in an animal or human organism.

Keywords: ellagitannins, occurrence, metabolism, effects, human body



3. UVOD

Tématem mé diplomové prace je poukazat na vyskyt ellagotanint v rostlinnych
zdrojich, jejich metabolizaci v zivém organismu a biologické uc¢inky, které na nich byly

prokazany v riiznych in vitro a in vivo studiich.

Ellagotaniny (rostlinné polyfenoly) patii do tfidy hydrolyzovatelnych tfislovin,
coz jsou estery kyseliny hexahydroxydifenové a monosacharidu, nejcastéji glukosy [1].

Produktem hydrolyzy ellagotanint je kyselina ellagova, ktera se dale metabolizuje
na urolithiny [2].

Ellagotaniny se pfirozené vyskytuji v néekterych druzich ovoce, bylinach
a semenech. V nékterych plodech jsou hojné zastoupeny, jde zejména o maliny,
ostruziny, rybiz, jahody, vlasské ofechy, pistacie, keSu, kaStany a zaludy. Daéle
1 granatova jablka a bobule hroznového vina, kterd jsou na né¢ mimoiadné bohata.
Kromé toho mohou byt ellagotaniny pfitomny i v alkoholu, ktery byl dlouhodobé
v dievénych sudech [1].

Na zékladé mnoha pokust s témito latkami se potvrdilo, Ze ellagotaniny maji
pozitivni U€inky na lidské zdravi, které souvisi s jejich antioxida¢ni, protizanétlivou
a protinadorovou aktivitou. Proto konzumace zeleniny a ovoce s vysokym obsahem
polyfenoll je povaZovana za dobrou prevenci pied riznymi typy nadort.

V dnesni dobé je jednim z hlavnich kol farmaceutického vyzkumu nalézt nizkou
toxicitu a ucinné protinddorové slouceniny z ptirodnich 1é¢iv s Zddnou nebo velmi

nizkou toxicitou [3].



4. CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zpracovani dostupnych poznatki o vyskytu
ellagotaninti publikované v odborné literatufe v poslednim desetileti. Pozornost byla
zam¢eiena piedevSim na jejich biologickou aktivitu prokazanou na zvifecim,
nebo lidském organismu. Nashromazdéné udaje byly v textu rozdéleny podle rostlin,

v nichz se ellagotaniny vyskytuji.



5. ZARAZENI ROSTLIN DO SYSTEMU

MAGNOLIOPHYTA
Magnoliopsida
Caryophyllidae
Caryophyllales
Frankeniaceae Frankenia thymifolia
Tamaricaceae Tamarix gallica, T. nilotica,
T. tetrandra
Cornidae
Araliales
Cornaceae Cornus alba
Dilleniidae
Ericales
Theaceae Gordonia axillaris
Euphorbiales
Euphorbiaceae Euphorbia antisyphilitica
Malvales
Cistaceae Cistus albidus, C. clusii, C.
crispus, C. incanus, C.
laurifolius, C. ladanifer, C.
libanotis, C. monspeliensis,
C. populifolius, C.
salviifolius
Malvaceae Hibiscus sabdariffa
Rosidae
Malpighiales
Phyllanthaceae Phyllanthus urinaria,
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P. watsonii

Myrtales

Lythraceae

Lafoensia pacari,
Lagerstroemia speciosa,
Lythrum salicaria, Punica
granatum

Combretaceae

Terminalia arjuna, T.
chebula, T. kaiserana, T.
sambesiaca, T. sericea, T.
spinosa, T. stenostachya

Myrtaceae

Eucalyptus citriodora,
Eugenia jambolana,
Mpyrciaria dubia, Syzygium
cumini, S. guineense

Onagraceae

Epilobium angustifolium,
Oenothera sp.

Rosales

Rosaceae

Agrimonia eupatoria,
Comarum palustre,
Fragaria vesca, Geum
urbanum, Rubus
occidentalis

Santalales

Balanophoraceae

Thonningia sanguinea

Sapindales

Anacardiaceae

Rhus chinensis

Saxifragales

Saxifragaceae

Tellima grandiflora

Paeoniaceae

Paeonia suffruticosa

Oxalidales

Cunoniaceae

Cunonia macrophylla
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6. TRISLOVINY

Ttisloviny (taniny) patii mezi rostlinné polyfenoly s hotkou a sviravou chuti,
jejichz nazev pochazi ze slova ,tfisla“ — pfipravku z rozdrcené kiiry stromu, ktery
se pouziva k vydélavani kizi. Trisloviny maji molekulovou hmotnost v rozmezi
od 500 do vice nez 3000 daltonli. Jedna se o nazloutlé nebo svétle hnédé castice
v podobé prasku ¢i vlocek.

Jejich trpkd chut' vznikd pfi interakci s bilkovinami ustni dutiny a ovliviluje
tak chutové vlastnosti potravin, at’ uz pozitivné (napt. chut’ kavy, ¢aje) ¢i negativné
(naptf. pachut nezralého ovoce) [4]. S bilkovinami vykazuji charakteristickou
reakci — tfisleni [5]. Jejich hlavni fototerapeutické vyuziti je jako adstringens,
napf. k 1é¢bé ran, zanéti a hemoroidu, ale 1 pfi onemocnéni gastrointestinalniho traktu.

Nachazeji se vriznych mnozstvich téméf ve vSech rostlinach a ve vsSech
klimatickych podminkéch po celém svéte [4].

U vysSich rostlin existuji dvé skupiny tfislovin: hydrolyzovatelné tiisloviny
a kondenzované tfisloviny. Tyto skupiny se li§i svou strukturou a jejich biogenetickym

puvodem [6].

6.1 HYDROLYZOVATELNE TRISLOVINY

Hydrolyzovatelné tiisloviny jsou estery cukru (nebo polyolu) a riizného poctu
molekul fenolové kyseliny. Cukrem je vétSinou glukosa. Fenolovou kyselinou
je bud kyselina gallovd (obr. 1A), v piipad¢ gallotanini, nebo kyselina
hexahydroxydifenovda (= HHDP, obr. 1B) a jeji oxidované derivaty (kyselina
dehydrohexahydroxydifenova [= DHHDP]: kyselina chebulovd), v ptipad¢ ttislovin
nazyvanych jako ellagotaniny. HHDP se pak muZe pfeménovat na kyselinu ellagovou
(obr. 1C). Od roku 1985 bylo izolovano nékolik zastupct nové kategorie ttislovin. Tyto
sloZzené tiisloviny: flavanol, prokyanidin a flavonol jsou vlastné modifikované
ellagotaniny vyplyvajici z pfidani derivatu fenylchromanu na molekulu HHDP esteru
glukosy. Gallotaniny, ellagotaniny a dehydroellagotaniny (jednoduché i slozené
molekuly tfislovin) jsou charakteristick¢é pro dvoud€lozné krytosemenné rostliny
(zejména tfidy Rosidae, Dileniidae, Hamamelididae) s vyjimkou tfidy Asteridae v nichz

se bézn¢€ nevyskytuji [6].
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Obr. 1. A - kyselina gallova, B - kyselina hexahydroxydifenova,

C - kyselina ellagova

6.1.1 Struktura hydrolyzovatelnych tfislovin

Obecné plati, Ze gallotaniny jsou estery kyseliny gallové a glukosy. Nicméné,
mono a digalloylglukosy postradaji klasické vlastnosti tfislovin, protoze jejich
molekulova hmotnost je pfiliS§ nizka. Tyto vlastnosti, zejména schopnost srazet
bilkoviny, plati pouze pro triestery a jejich vyssi homology.

Kyselina gallova (= kyselina 3,4,5-trihydroxybenzoovd) vychazi z metabolismu
kyseliny Sikimové. Obecné se vytvafi pfimou dehydrogenaci kyseliny
3-dehydrosikimové, nebo v nékterych ptipadech, oxidaci kyseliny protokatechoveé
(ktera je sama odvozena od kyseliny Cs-Cs, kyseliny kédvové). Glykosylace zahrnuje
uridindifosfat glukosu (UDP-glukosa). VSeobecné je na zakladé experimentl in vitro
piijimano, Ze vysledné monogalloylglukoso-B-glukogallinové jednotky mohou fungovat
jako glukosové donory nebo akceptory, coz nasledné vede k diesteru, 1,6-di-O-galloyl-
B-D-glukose, a Ze se tyto kroky opakuji po 1,2,6-tri-O- a 1,2,3,6-tetra-O-galloyl
derivatech, az do vytvofeni pentagalloylglukosy [6].

Ellagotaniny jsou estery HHDP a monosacharidu, obvykle B-D-glukosy. Mohou
byt bud’ monomerni (geraniin, tellimagrandin I a II, obr. 2), oligomerni (agrimoniin,
obr. 3), nebo C-glykosidické (kastalagin, veskalagin, obr. 4). Ellagotaniny maji tendenci

tvofit dimery a oligomery o vysoké molekulové hmotnosti.
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Obr. 2. Monomerni ellagotaniny: A - geraniin, B - tellimagrandin I,
C - tellimagrandin 11
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Obr. 3. Oligomerni ellagotanin: agrimoniin
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Obr. 4. C-glykosidické ellagotaniny: A - kastalagin, B — veskalagin

6.2 KONDENZOVANE TRISLOVINY

Kondenzované tfisloviny neboli proanthokyanidiny jsou polymerni flavany.
Skladaji se z flavan-3-ol jednotek spojenych dohromady vazbou uhlik-uhlik, nejcastéji
4 — 8 nebo 4 — 6, které vyplyvaji ze spojeni mezi elektrofilnim C-4 flavanylové
jednotky z flavan-4-olu nebo flavan-3,4-diolu a nukleofilni pozici (C-8, mén¢ casto
C-6) jin¢ jednotky, obvykle z flavan-3-olu (obr. 5).

Proanthokyanidiny byly izolovany nebo identifikovany ve vSech rostlinnych

skupinach, vcetné nahosemennych a pteridofitnich typt rostlin [6].

OH

Obr. 5. Flavan-3-ol
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7. METABOLISMUS ELLAGOTANINU

Ellagotaniny jsou metabolizovany v gastrointestindlnim traktu stfevni mikroflérou.
V zaludku jsou ale stabilni, tudiz v ném nedochézi k hydrolyze na volnou kyselinu
ellagovou (EA) a ani kjeji degradaci. Na druhou stranu muze byt EA v zaludku
absorbovana. V zazivacim traktu se volna kyselina ellagova pfevede na dimethylovany
glukuronid kyseliny ellagové, ktery je pak metabolizovan mikroflorou tlustého stieva
na hydroxyderivaty dibenzopyran-6H-6-onu, které zahrnuji nasledujici slouceniny:
3,8-dihydroxyglukuronid-6H-dibenzo-B-D-pyran-6-on, jeho aglykon urolithin A,
glukuronid hydroxy-6H-dibenzo-B-D-pyran-6-on, jeho aglykon urolithin B a glukuronid
3,8,10-trihydroxy- 6H-dibenzo-B-D-pyran-6-on.
Obr. 6 wukazuje zmény v ellagotaninech a kyselin¢ ellagové vyvolané
gastrointestinalni mikrobiotou.
Nejvyznamnéj§imi produkty ellagotaninii jsou urolithiny. Ty jsou tvofeny
sttevnimi  bakteriemi béhem metabolismu neabsorbovanych zivin obsahujicich
ellagotaniny a nasledné jsou pak zaclenény do enterohepatélni cirkulace. Urolithiny jsou

bioaktivni slouceniny, které mohou hrat roli hormonéalnich analogt [7].
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Obr. 6. Metabolismus ellagotanini a kyseliny ellagové vyvolany gastrointestinalni
mikrobiotou



8. MAGNOLIOPHYTA

8.1 MAGNOLIOPSIDA —- DVOUDELOZNE ROSTLINY

8.1.1 Frankenia thymifolia
Nazev rostliny: Frankenia thymifolia Desf. — frankenie

Celed’: Frankeniaceae - frankeniovité
Popis: slanomilny ket

Pivod: Australie, J Evropa

Posouzeni antioxidacni aktivity a neuroprotektivni kapacity Frankenia
thymifolia na PC12 bunécné linie a souvisejici identifikace fenolu

pomoci LC-MS/MS

Cilem této studie bylo prozkoumat nadzemni a kofenové Casti tuniské rostliny
Frankenia thymifolia bohaté na fenolové slouceniny a vyhodnotit antioxidacni
a neuroprotektivni vlastnosti tohoto 1éCivého druhu. Po frakcionaci pouzivajici rizna
rozpoustédla polarity se ziskalo 5 frakci. Tyto ethylacetatové (EtOAc) frakce vyhonkt
a kofenli maji znacny obsah fenolii, vztahujici se k jejich vyznamnym antioxida¢nim
ucinkiim. Antioxida¢ni aktivita byla méfena pomoci testd sl,I-difenyl-2-
pikrylhydrazylem  (DPPH), 2,2'-azino-bis  (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovou
kyselinou) (ABTS) a testu, ktery méfi absorpéni kapacitu kyslikovych radikalt
(ORAC). Hlavni slouceniny byly identifikovany pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s detektorem diodového pole spojené sionizaci elektrosprejem
a hmotnostni spektrometrii (HPLC-DAD-ESI-MS), a také byly méfeny neuroprotektivni
ucinky nejaktivnéjSi EtOAc frakce. Celkov€ bylo identifikovano 14 sloucenin,
které byly v rostlin€ Frankenia thymifolia nalezeny poprvé. Mezi hlavni identifikované
slouceniny patfi pinoresinol a kempferol glykosid znadzemnich ¢asti a kyselina
gallova a neznamy ellagotanin z kofenové ¢asti. Neuroprotektivni kapacita
proti B-amyloidu (AB) indukovala toxicitu v buitkach PC12. EtOAc frakce vykazovaly

vyznamny ochranny U¢inek pfi niz§ich koncentracich (25 a 50 uM). Byly prokazany
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antioxidacni a neuroprotektivni aktivity ethylacetatové frakce z Frankenia thymifolia

8].

Posouzeni antioxida¢ni aktivity a neuroprotektivni kapacity Frankenia thymifolia

pomoci riznych testi
Metoda stanoveni celkového obsahu polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteu ¢inidla

Celkovy obsah polyfenoli z nadzemnich c¢asti a kofenovych extrakti byl
stanoven kolorimetrickou metodou. Byla pouzita 96 jamkova desticka. K 20 ul extraktu
(1 mg/ml) bylo pfidano 100 pl Folin-Ciocalteu ¢inidla. Po 2-3 minutach se ptidalo 80 pl
uhli¢itanu sodného (75 g/1) a po 1 h byla métfena absorbance pti 765 nm. Celkovy obsah
polyfenolii byl vyjadfen jako mg ekvivalentu kyseliny gallové na g extraktu a byl
proveden alespon tfikrat. Celkovy obsah polyfenoli byl vyssi v kofenu
nez v nadzemnich c¢astech. Nejvyssi vytézek celkového obsahu polyfenold byl
pozorovan v ethylacetatové frakci, kde dosahoval az 221 a 308 mg ekvivalentu kyseliny

gallové na g v nadzemni ¢4si a kotenu.

Chelataé¢ni aktivita kovu

Chelata¢ni aktivita Zeleznatych iontl extrakti byla méfena pomoci metod
od Dinise a kol. 80 pl deionizované vody a 40 pl siranu zeleznatého (0,2 mM) bylo
pfidano k 40 pl extraktu (1 mg/ml). Smés byla promichana v 96-jamkové desticce.
Reakce byla zahijena pfidanim 40 pl ferrozinu (2 mM). Absorbance komplexu
Fe?" - ferrozin byla méfena pfi 562 nm po 10 minutich. Jako standard byla pouzita
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) a vysledky byly vyjadieny jako mg EDTA
na g extraktu. VSechny vzorky byly analyzovany tfikrat a chelatacni aktivita
testovanych vzorkil byla prokdzana. Chelatacni aktivita Zeleza byla vyssi ve frakcich
znadzemnich ¢asti nez z kotenu. Ethylacetatové frakce vykazovaly vyssi aktivitu
(39 a 22 mg EDTA/g pro nadzemni ¢asi a kotfeny). Vysoké hladiny Zeleza mohou
pusobit katalyticky pifi produkci reaktivnich forem kysliku (Fentonova reakce),

coz ma negativni vliv na strukturu a funkci bunék.
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Bunééna kultura PC12 a test s 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium
bromidem (MTT) u kofenovych ethylacetatovych frakci

Bunky PC12 odvozené z feochromocytomu byly udrzovany v roztoku s 15%
koniskym sérem, 2,5% fetdlnim bovinnim sérem a 1% penicilin/streptomycinovym
antibiotikem pii 37 °C ve zvlh¢ené atmosfétre s 5 % CO2/50 % vzduchu. Bunky byly
rozmistény v 96-jamkové desticce s hustotou 30 000 bunék na jamku a byly inkubovany
pti 37 °C po dobu 24 h. Poté byly buiiky oSetfeny 5 uM amyloidu B s extraktem nebo
bez extraktu. Po 24 h inkubace byla stanovena Zzivotaschopnost bunék konvencni
redukénim MTT testem. Bunky byly oSetfeny roztokem MTT (0,5 mg/ml)
po dobu 3 h pii 37 °C. Tmavé modré formazanové krystaly vytvoiené
v zivotaschopnych buiikach byly pilhodiny rozpoustény dimethylsulfoxidem (DMSO).
Absorbance byla métena pii 595 nm pomoci ¢tecky mikrotitra¢nich desti¢ek. Vysledky
byly vyjadieny jako procentudlni podil snizeni MTT ve vztahu k absorbanci kontrolnich
bun¢k ve 100 %. Ethylacetatové frakce nadzemnich ¢asti a kofenli nebyly cytotoxické
v koncentracich 25 a 50 pg/ml. Frakce Frankenia thymyfolia kompletné zvratily toxicky
ucinek B-amyloidu (pfi 25 a 50 pg/ml pro nadzemni ¢asti a kofeny). V ramci shrnuti
obsahlého ¢lanku lze konstatovat, Ze ethylacetatové frakce Frankenia thymifolia jsou
bohatym zdrojem polyfenold, coZ miiZze vysvétlit jejich antioxida¢ni a neuroprotektivni

&inky [8].

8.1.2 Tamarix nilotica, Tamarix tetrandra
Nazev rostliny: Tamarix nilotica (Ehrenb.) Bunde — tamarySek nilsky

Celed’: Tamaricaceae - tamaryskovité
Popis: kef, nizky strom

Pivod: S Afrika

Nézev rostliny: Tamarix tetrandra Pall. Ex M. Bieb. — tamarySek ctyfmuzny

Celed: Tamaricaceae - tamarySkovité
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Popis: ket, nizky strom

Pivod: JV Evropa, JZ Asie

Hydrolyzovatelné trisloviny z rostlin Celedi Tamaricaceae, struktury
a cytotoxické vlastnosti oligomernich ellagotaninu z listh ZTamarix

nilotica a z kultivovanych tkani Tamarix tetrandra

Tamarix nilotica je rostlina pivodem z Egypta s dlouhou historii. Jeji listy
a veétvicky se pouzivaji k 1é€b¢ edému sleziny ¢i infekce délohy, zatimco vodny odvar
z kliry smichany s octem se pouziva jako pletové mléko [9]. Sekundarni metabolity
véetné té€kavych olejd, sterolil, triterpentl, flavonoidi a fenoll jsou cCasto nalézany
v listech, kofenech a kvétech Tamarix nilotica. Napt. Tamarix gallica m¢l
chemopreventivni ucinek a potlacil thioacetamidem zprosttedkovany jaterni oxidacni
stres, toxicitu a tumorovou odpovéd’ u potkant.

Caste¢né neacylované nové oligomerni hydrolyzovatelné taniny, nilotinin T2
(1, trimer) a nilotinin Q1 (2, tetramer) byly spolu se ¢tyfmi zndmymi trimery: nilotinin
T1 (3) a hirtelliny T1-T3 (4-6) a jednim dimerem: tamarixinin B izolovany
z acetonového extraktu spodilem vody z listd Tamarix nilotica. Naopak
z kultivovanych vyhonki@t Tamarix tetrandra byly izolovany krom& nového trimeru
1 a znamych trimert 4 a 6, také novy trimer nilotinin T3 (8), zndmé dimery nilotinin
D3 (9) a tamarixinin C (10) a monomer tellimagrandin I (11). Struktury novych
hydrolyzovatelnych  tanini  byly  stanoveny  pomoci  chromatografickych
a spektroskopickych analyz jako jsou nukledrni magnetickd rezonance (NMR),
hmotnostni spektrometrie s elektrosprejem s vysokym rozliSenim a analyzatorem doby
letu (HRESI-TOFMS) a detektor elektronového zachytu (ECD). Konkrétni neacylovana
pozice jadra glukosy je pficitdina k moZné biosyntetické cest¢ mezi novymi
oligomernimi tfislovinami. Izolace stejnych oligomernich tfislovin z kultivovanych
vyhonkit Tamarix tetrandra poukazuje na jedinecnou biogenetickou schopnost
ziskanych kultur produkovat strukturné a biologicky charakteristické tiisloviny z Celedi
Tamaricaceae beézn€ produkované intaktni rostlinou Tamarix. Trisloviny z listi

Tamarix nilotica ziskané v této studii spolu s geminem D (12) a 1,3-di-O-galloyl-4,6-
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O-(aS)-hexahydroxydifenoyl-p-D-glukosou (13) vykazovaly proménlivé nddoroveé
specifické cytotoxické ucinky. Naopak ellagotaninové trimery 4, 6 a 8 a dimer
9 wvykazovaly pfevladajici nadorové selektivni cytotoxické ucinky s vysokou

specificitou vici lidskym buitkam promyelocytarni leukémie.

Metodika: Lidské buiiky dutiny ustni byly ziskany z prvni extrakce zubu z dolni
Celisti 12-leté divky. Kultivovany byly pti 37 °C v roztoku s 10% teplem inaktivovanym
fetalnim bovinnim sérem, 100 jednotkami/ml penicilinu G a 100 pg/ml streptomycin
sulfatu ve zvlhcené atmosféie s 5 % COx.

Praskové listy z Tamarix nilotica (1 kg) byly homogenizovany v roztoku

H>O-aceton (3: 7, 22 1) pii pokojové teploté. Homogenat byl piefiltrovan

Cvwr

extrakt podroben HPLC analyze [10].

8.1.3 Cornus alba

Nazev rostliny: Cornus alba L. — svida bila

Celed: Cornaceae - dfinovité
Popis: opadavy ket

Puvod: Asie

Antiproliferaéni Gcinky novych dimernich ellagotanint z Cornus alba
na nadorové burnky prostaty a na apoptdézu souvisejici se zastavou

S-faze

hemostatikum a diuretikum [11, 12].
Izolace frakci a latek z 80% acetonového extraktu z dieviny Cornus alba
doprovazena stanovenim jejich biologické aktivity, poukazala na 12 znamych sloucenin,
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a 1 jednu novou slouceninu, pfedbézné urcenou jako kornusiin H (13). Mezi tyto zndmé
slouceniny ziskané z Cornus alba patii Ctyti flavonoidy: katechin (1), quercetin-3-O-f-
D-glukuronid (2), quercetin-3-O-D-B-glukopyranosid (3), kempferol-3-O-B-D-
glukopyranosid (4) a osm hydrolyzovatelnych tanind: Kkyselina gallova (5),
2,6-di-O-galloyl-hamamelfuranosid (6), kyselina 2-galloyl-4-kafeoyl-L-threonova
(7), kyselina 2,3-di-O-galloyl-4-kafeoyl-L-threonova (8), 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-
p-D-glukopyranosid (9), kornusiin B (10), kornusiin A (11) a kamptothin B (12).
Vsechny slouceniny vykazovaly silnou 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (DPPH) aktivitu
k vychytavani volnych radikald. Zejména slouceniny 6 a 9-13 maji vyssi schopnost
vychytavat volné radikdly nez vitamin C. Slouceniny 9, 11, 12 a 13 inhibuji produkci
oxidu dusnatého (NO) v lipopolysacharidem stimulovanych RAW-2647 buiikéch
(makrofagova linie) ve stejné mife jako NS-monomethyl-L-arginin. Kdyz byly
antiproliferacni ucinky izolovanych sloucenin hodnoceny v nddorovych builkéach
prostaty, tak dimerni ellagotaniny (11-13) selektivné inhibovaly LNCaP nadorové
buiiky prostaty zavislé na hormonu. Analyza pritokovou cytometrii ukazala, ze dimerni
ellagotaniny vyvolaly apoptozu a zastavu S-faze. Vysledky naznacuji, Ze tyto dimerni
ellagotaniny z Cornus alba mohou byt vyvinuty jako fytofarmaka pro nadory prostaty

(pro benigni hyperplazii prostaty a pro rané stadium rakoviny prostaty).

K extrakcei latek z Cornus alba (5,7 kg) bylo pouZito nékolik extrakénich kroka
s pouzitim 80% acetonu pii pokojové teploté¢ s ndslednym odstranénim acetonu
ve vakuu, ¢imz se ziskalo 463 g extraktu. Extrakt byl rozpustén ve vod¢ a zfiltrovan.
Potom se ziskalo 356 g ve vodé rozpustné frakce spolu s 89 g zbytku ve vodé
nerozpustného; 243 g frakce rozpustné ve vodé bylo aplikovano na kolonu. Kolona byla
eluovdna gradientovym systémem vody a methanolu a byla promyta v 60% acetonu,
coz piineslo 14 frakci, které byly nasledn€ podrobeny HPLC a tenkovrstvé
chromatografii (TLC). Strukturalni identifikace byla provedena pomoci NMR a MS
[13].

8.1.4 Euphorbia antisyphilitica

Nazev rostliny: Euphorbia antisyphilitica Zucc. — prySec
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Celed: Euphorbiaceae — pry$covité
Popis: bylina, ket, strom

Pivod: Afrika, J Amerika

Antifungalni ellagotanin izolovany z rostliny Euphorbia antisyphilitica

Zucc.

Studium antifungélni aktivity nového ellagotaninu izolovaného z rostlinnych
zbytkl Euphorbia antisyphilitica Zucc. ziskanych v procesu extrakce vosku.

Extrakt byl pfipraven z dehydratovanych a praskovanych zbytkl rostlin a byl
frakcionovan kapalinovou chromatografii az do ziskdni ethanolové frakce bohaté
na ellagotanin, kterd byla oSetfena odpafenim k obnoveni ellagotaninu jako jemného
prasku. Vodny roztok byl pfipraven a zpracovan pomoci iontové vyménné kapalinové
chromatografie a gelové permeacni chromatografie. Frakce bohata na ellagotanin byla
termogravimetricky hodnocena pro testovani termostability kyseliny ellagové
(monomerni jednotky). Pak byl ellagotaninovy prasek analyzovan pomoci infracervené
(IC) spektroskopie kuréeni funkéni skupiny, a také byla pouZita hmotnostni
spektroskopie k urc¢eni molekularniho iontu.

Byly stanoveny hlavni funk¢ni skupiny ellagotaninu, molekulovd hmotnost byla
860,7 g/mol a také byla prokazana ucinnd antifungalni aktivita proti fytopatogennim
houbdm. Je mozZno ucinit zavér, Ze novy ellagotanin (860,7 g/mol), izolovany
z FEuphorbia antisyphilitica Zucc. pusobi antimykoticky na Alternaria alternata,

Fusarium oxyzporum, Colletotrichum gloeosporoides a Rhizoctonia solani [14].

8.1.5 Cistus sp.

Nazev rostliny: Cistus L. sp.- cist
Celed’: Cistaceae - cistovité
Popis: ket
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Pivod: Stredomoti, Kanarské ostrovy

Systematicka studie polyfenolového sloZzeni vodnych vyluhi

odvozenych z nékolika druhii rodu Cistus

Tradicni lidovd medicina pouziva Cistus sp. pro jeho protizanétlive,
antiulcerogenni, antimikrobidlni, cytotoxické, vasodilata¢ni UCinky a také pro hojeni
ran. Nedavné studie ukazuji, ze GCinky jsou pfi¢itany predevsim extraktim z Cistus
[15, 16].

Cistus populifolius ma mimo vySe zminénych ucincich také antispastické
vlastnosti. Piedchozi studie na Cistus laurifolius prokazaly, ze tato rostlina ma
protizdnétlivé a antinociceptivni aktivity v ethanolovych extraktech. Dalsi druhy jako
Cistus libanotis a Cistus clusii jsou tradicné pouZivany pro své protizanétlivé uc¢inky
a jako 1éky na podporu rustu vlasi.

Cistaceae jsou velkou celedi keit, Siroce rozsifenych ve sttedomotské oblasti.
Patii sem rod Helianthemum, Halimium a Cistus. Rod Cistus obsahuje asi 20 druh,
roz§itenych ve tfech podrodech. Silice z Cistus sp. byla dikladné studovana,
ale polyfenolové slozeni nadzemnich casti riznych Cistus sp. vyzaduje dalsi
charakterizaci.

S cilem nalézt vztah mezi chemotypem a podrodem se provedla porovnavaci
analyza kvalitativniho a kvantitativniho slozeni polyfenolii nadzemnich ¢asti nejcastéji
distribuovanych Spanélskych Cistus sp.

Ttinact vodnych extraktii ziskanych z 10 riznych Cistus sp. bylo analyzovano
pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole spojené
s ionizaci elektrosprejem a hmotnostni spektrometrii (HPLC-DAD-ESI-MS/MS). Jejich
hlavni latky byly identifikovany a ellagotaniny byly kvantifikovany. Analyza hlavnich
komponent byla provedena u vétSiny vyznamnych slouCenin za tucelem zjistit
statistickou souvislost mezi chemotypem a odrtidou.

Byly nalezeny tfi hlavni skupiny sloucenin, tj ellagotaniny, flavonoidy a jejich
derivaty. Fenolovy profil byl specificky pro kazdy druh, 1 kdyZ se mnozstvi n¢kterych
sloucenin také méni v zavislosti na typu thesoilu. Zatimco C. ladanifer, C. salviifolius,
C. populifolius a C. libanotis byly specidln¢ bohaté na ellagotaniny, tak C. clusii,

C. laurifolius a C. monspeliensis obsahovaly znacné mnozstvi flavonoidi a mnohem
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méné ellagotanini. Naproti tomu, C. crispus, C. incanus a C. albidus ukazaly
polyfenolovy profil vétSinou zaloZzeny na flavonoidech. Analyza hlavnich komponent
ukazala silny vztah mezi podrody Cistus a jejimi chemotypy vychazejicimi
z nejrelevantnéjSich ve vode rozpustnych polyfenolovych sloucenin.

Mezi identifikované ellagotaniny patii kyselina gallovd, punikalin,
punikalagin, punikalagin-gallat, kornusiin B, kyselina ellagova, pedunkulagin
a glukogallin.

Chemické slozeni vodnych extraktl z listi rostlin, které¢ patii do rodu Cistus,
siln€ souvisi s jejich podrodem, jako s pfedchozi taxonomickou a fylogenetickou divizi.
Naproti tomu, pidni a klimatické podminky jsou mén¢ ovliviiujicimi faktory. Podrody
Leucocistus a Halimioides vykazovaly vyS$§i obsah ellagotaninii. Nicméng, podrod

Cistus ma vyssi obsah flavonoida.

K extrakci byly pouZity vybrané nadzemni ¢asti z Cistus sp., které byly promyty
k dalSimu zpracovani. Tento rostlinny materidl byl nejprve rozdrcen za pouziti

mechanického mlynu na maximalni velikost 3-5 mm, a pak se extrahoval destilovanou

cv v

v poméru 1:5 (rostlina — rozpoustédlo). Poté byl materidl filtrovan a centrifugovan
k odstranéni pevnych nerozpustnych slozek. Extrakty byly zahuStény odpafenim
a udrzovany pii teplot¢ 4 °C az do doby pouziti. Poté byly extrakty z Cistus sp.
analyzovany a kvantifikovany za pouziti HPLC vybavenym Cerpadlem, autosamplerem
a UV-VIS detektorem s diodovym polem. Také byla pouZita MS vybavena zdrojem ESI

a analyzatorem iontovou pasti [17].

8.1.6 Lafoensia pacari
Nazev rostliny: Lafoensia pacari A. St. — Hill. - lafénzie

Celed’: Lythraceae - kyprejovité
Popis: kef, strom

Pivod: tropickd Amerika
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Chemopreventivni ucinek a angiogenni aktivita punikalaginu

izolovaného z listi Lafoensia pacari

Punikalagin (obr. 7) je hlavni ellagotanin z listi Lafoensia pacari, brazilské
1é¢ivé rostliny Siroce pouzivané k 1é€bé Zzalude¢niho viedu a hojeni ran [18].
Genotoxické, cytotoxické, antigenotoxické a anticytotoxické ucinky punikalaginu byly
u my$i hodnoceny pomoci mikronukleus testu (MN) a kometového testu
(= jednobunécnd gelova elektroforéza). Diky rozsdhlému pouzivani Lafoensia pacari
pfi hojeni ran, mohli autofi tohoto c¢lanku hodnotit také angiogenni aktivitu
punikalaginu pomoci chorioalantoidni membrany embrya (CAM). Nejvyssi davka
punikalaginu (50 mg/kg) vykazovala vyrazny cytotoxicky ucinek hodnoceny pomoci
MN testu a pifi souCasném podavani cyklofosfamidu (CPA) byla tato cytotoxicita
zvySena. Spole¢na 1écba, predbézné osSetieni a po osSetieni punikalaginem s CPA vedlo
k vyznamnému sniZeni poctu zlomii DNA a cetnosti mikrojader indukovanych CPA,
coz naznacuje antigenotoxicky uc¢inek. Pomoci modelu CAM, punikalagin vykazoval
angiogenni aktivitu ve vSech davkach, ale hlavné pii nejnizsi koncentraci (12,5 pg/pl).
Proto tyto vysledky ukazuji, efektivni chemopreventivni roli punikalaginu a jeho
vysokou schopnost indukovat opravu DNA. Také angiogenni aktivita punikalaginu

by mohla ptispét k procestim tkanovych oprav a hojeni ran.

Obr. 7. Punikalagin
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Susené a mleté listy Lafoensia pacari (250 g) byly podrobeny ultrazvukové
extrakci s 50% acetonem pii pokojové teploté. Aceton byl odpafen za snizeného tlaku
pii 35 °C ve tmé a suspendovany vodny extrakt byl piefiltrovan, aby se odstranily tuky
a chlorofyly. Ethylacetat byl pouzit v extrakci kapalina-kapalina a kombinovana
organicka faze byla odpafena, ¢imz se ziskal ethylacetatovy extrakt (19,2 g). Vodna
vrstva byla lyofilizovana, ¢imz se ziskalo 74,7 g extraktu a ¢ast (45,1 g) byla rozpusténa
v methanolu (400 ml) pro oddé€leni rozpustnych (44,2 g) a nerozpustnych (0,9 g)
methanolovych extraktd. Cast rozpustného methanolového extraktu (20 g) byla
podrobena sloupcové chromatografii s gradientovym systémem H>O/MeOH se snizujici
se polaritou. Dvandct hlavnich frakci bylo podrobeno HPLC/UV ale i TLC. Vizualizace
skvin na TLC byla provedena nastfiknutim 1% ethanolového roztoku chloridu
zelezitého v kyselin¢ chlorovodikové (HCI, 0,1 %) a pod UV svétlem. Objasnéni
struktury punikalaginu bylo stanoveno spektroskopickymi metodami (ESI-TOF MS,
1D a 2D NMR) a porovnano s poznatky z literatury.

K tomuto vyzkumu byly pouzity zdravi mladi dospéli samci mysi 8-12 tydni
staii o hmotnosti 25-30 g. Byly umistény v klecich pii teploté¢ 24 + 2 °C, vlhkosti
55+ 10 % a s pfistupem k potravé a vod¢.

Zvitata byla rozdélena do deseti skupin po péti, a jesté pied chemickym podanim
byla zvaZena. VSechna oSetfeni zahrnuji intraperitonedlni (i.p.) podani punikalaginu.
Zvitata ve skupin€ 1 dostavala stejny objem vody (0,3 ml) i.p. a slouZila jako negativni
kontrola, zatimco zvifata ve skupiné 2 obdrZzela 50 mg/kg CPA i.p. a slouzila jako
pozitivni kontrola. Skupiné 3 bylo podéno 50 mg/kg punikalaginu. Zvifata ve skupinach
4, 5 a 6 byla intraperitonedlné oSetfena s 12,5; 25 a 50 mg/kg punikalaginu
se souCasnym podanim CPA. Zvifata ve skupiné 7 piijimala po dobu 5 dnii punikalagin
v davce 25 mg/kg. Piedbézn¢ osetfend zvitfata ve skupinach 8 a 9 dostdvala
12,5 a 25 mg/kg punikalaginu i.p., v tomto potadi, po dobu péti dnii a ndsledné 2 h
po kone¢ném nakrmeni dostala CPA. Po oSetieni byla zvifata ve skupiné 10 1é¢ena CPA
a po 6 a 12 h dostala punikalagin v davce 12,5 mg/kg, v souctu byla kone¢na davka
25 mg/kg.

Autofi tohoto ¢lanku jiz diive podavali davky 50 mg/kg v predbéZzném oSetieni,

nicméng¢ tfeti den 1€cby byla tato davka pro 40 % zvirat smrtelna.
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Vsechna zvitata 1é¢ena CPA byla usmrcena (eutanizovana) cervikalni dislokaci
24 h po podani. Zvitata, kterd dostavala pouze punikalagin byla usmrcena po 24 h
od posledniho podani. Buiiky kostni difené z obou stehennich kosti byly proplachnuty
pomoci fetalniho teleciho séra a po centrifugaci (300 g, 5 min) byly pouzity pro MN test
(ke sledovani vlivu genotoxickych faktorti na geneticky materidl clovéka, stanoveni
po¢tu mikrojader v cytoplazmé dvoujadernych bunék) a kometovy test (k detekci

poskozeni DNA, jednobunécna gelova elektroforéza) [19].

8.1.7 Lagerstroemia speciosa

Nazev rostliny: Lagerstroemia speciosa (L.) Pers. — pukol lysy
Celed’: Lythraceae - kyprejovité
Popis: kef, strom

Pivod: tropy, subtropy Asie

Ellagotaniny z Lagerstroemia speciosa jako aktivatory transportu

glukosy v tukovych burkach

V dfeving€ Lagerstroemia speciosa, na Filipinach nazyvané jako ,,banaba®, byly
nalezeny enhancery (zesilovace) transportu glukosy. Caj z jejich listii se pouziva jako
napoj, ale 1 jako Iék pro lécbu a prevenci cukrovky (diabetes mellitus, DM).
Hypoglykemicky ucinek extraktu z listd byl pozorovan u pokusnych zvitat, ale byly
provedeny 1 klinické testy.

Frakcionaci vodného acetonoveého extraktu listh se ziskali tfi aktivni
ellagotaniny: lagerstroemin (obr. 8), flosin B a reginin A, které byly identifikovany
pomoci optické rotace a NMR. Tyto slouceniny zvySuji vychytavani glukosy
v potkanich adipocytech, a tak mohou byt zodpovédné za snizeni hladiny glukosy

v krvi.
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Obr. 8. Lagerstroemin

Pro ziskani ellagotaninii byla provedena extrakce dle uvedeného postupu:
1 kg suSenych listh Lagerstroemia speciosa byl tiikrat extrahovan 70% acetonem
pfi pokojové teploté. Extrakt byl koncentrovan za sniZzeného tlaku pfi teploté mensi
jak 40 °C. Zbytek (224 g) byl suspendovan ve vodé€ a byl rozd€len na ethylacetat
a butanol, ¢imz se ziskaly pfislusné frakce. U kazdé frakce se testovala aktivita
enhanceru na transport glukosy. Aktivita byla omezena na vodnou frakci, ktera byla
podrobena sloupcové chromatografii s vysoce poréznim kopolymerem styrenu

a divinylbenzenu s postupnou gradientovou eluci [20].

8.1.8 Punica granatum

Nézev rostliny: Punica granatum L. — marhanik granatovy
Celed: Lythraceae - kyprejovité

Popis: mensi strom
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Puvod: Stredomoii

Dva ellagotaniny z jadrového dfeva Punica granatum

V pribéhu studii metabolismu polyfenolt z jadrového dieva Punica granatum
byly izolovany dva nové ellagotaniny: Kyselina diellagova rhamnosyl (1 > 4)
glukopyranosid a 5-O-galloylpunikakortein D a nasledné byly charakterizovany
spolu se ¢tyfmi zndmymi metabolity, jakou jsou tanin, punikakortein D, punikalin,
punikalagin a 2-O-galloylpunikalin. Struktury izolovanych slou€enin byly stanoveny

pomoci chromatografie, chemické degradace, UV a 1D/2D 'H/ 13C NMR spektroskopie.

K extrakci byl pouzit suchy prasek z jadrového dieva Punica granatum (2 kg).
Prasek byl nejdiive pomoci chloroformu (CHCI3) odtu¢nén, a poté byl extrahovan
80% ethanolem, ¢imz se ziskal po odstranéni rozpoustédla suchy extrakt (110 g). Vodny
extrakt byl nanesen na chromatograf za ucelem ziskani n¢kolika hrubych frakei. Hlavni
ziskand frakce tfislovin zextraktu byla podrobena mikrokrystalické celulose
(EtOH-H:0, 7:1) pouzivané jako eluent. Poté byly frakce ziskané z kolony s celulosou
aplikovany na gel, ¢imz se ziskaly slouceniny v €isté formé. Po ochlazeni byla reak¢ni
smés extrahovana ethanolacetatem. Vodny hydrolyzat byl neutralizovan, odpaien
a nasledné analyzovan pomoci chromatografie k pritkazu pfitomnosti kyseliny ellagové,

glukosy a rhamnosy [21].

Ellagotaniny z Punica granatum jako moZné efektory v procesu

steroidogeneze v krali¢ich ovariich

Tato studie zjistila moZny vliv ellagotaninl, obsahovych latek z Punica
granatum, na proces steroidogeneze v ovariich. Cilem studie bylo zjistit mozny vliv
punikalaginu (hlavni ellagotanin z Punica granatum) na sekreci steroidnich hormont
jako jsou progesteron, androstendion, testosteron a 17B-estradiol u krali¢ich ovarialnich
fragmentl in vitro. V této studii byly pouZity ovarialni fragmenty z pohlavné zralych
samic novozélandskych bilych kraliki (n = 20). Tito krélici byli stafi 150 dni a jejich
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hmotnost byla 4,00 + 0,5 kg. Uchovavani byli v draténych klecich pfi konstantnich
podminkach: 12 h denniho svétla, teplota 20-24 °C a vlhkost 55 £+ 10 %. Jejich ovarialni
fragmenty byly inkubovéany bez (kontrolni skupina) nebo s punikalaginem v rznych
davkach 1, 10 a 100 ug.ml! po dobu 24 h. Hormony byly hodnoceny pomoci enzymové
imunoanalyzy na pevné fazi (ELISA). Data ukdzala, Ze hormony progesteron
a 17p-estradiol uvolnéné krali¢imi ovaridlnimi fragmenty byly punikalaginem
pii riznych davkach vyznamné ovlivnény. Punikalagin v mnozstvi 100 pg.ml’!
vyznamné zvysil sekreci progesteronu, naopak punikalagin v mnozstvi 10 pg.ml’!
vyznamné snizil uvolnéni 17B-estradiolu. Hodnoty androstendionu a testosteronu byly
velmi nizké, a tak i jejich koncentrace byly pod méfitelnymi limity. Tyto vysledky
naznacuji, Ze by punikalagin mohl mit v zavislosti na davce vliv na sekreci steroidnich
hormont progesteronu a 17 B-estradiolu v kréli¢ich ovaridlnich fragmentech, a Ze miize
byt efektorem v procesu steroidogeneze ovarii. Pouziti lyofilizované Cerstvé §tavy
z Punica granatum také uvadi, ze fenoly z této rostliny inhibuji 55 % estrogenni aktivity

u normalnich epitelovych bunék lidského prsu [22].

Biologicka dostupnost kyseliny ellagové v lidské plasmé po konzumaci

ellagotaninii ze $’avy z Punica granatum

Kyselina ellagova (EA) a hydrolyzovatelné ellagotaniny (ET) jsou dietni
polyfenoly nalezené v ovoci a ofechach. Tyto latky maji silné antioxidancni,
protinddorové a antiaterosklerotické biologické vlastnosti [23]. BohuZel nejsou
k dispozici zadné zpravy o biologické dostupnosti EA nebo ET v lidském téle [24].
Autofi tohoto ¢lanku provedli in vivo studie, pii kterych jeden muzsky subjekt (jeden
z autory, 35 let, 68 kg télesné hmotnosti) po no¢nim pistu zkonzumoval 180 ml §tavy
z Punica granatum (pouzivd se v koncentrované form¢ pro snadnou konzumaci)
s obsahem EA (25 mg) a ET (318 mg, punikalagin jako hlavni ellagotanin z ovoce).
Krevni vzorky byly odebirdany pfed a béhem 0,5; 1; 2; 3; 4 a 6 h po poziti

koncentrované §tavy z Punica granatum.
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Nejdiive byla pouzita rychla extrakce plazmy za pouziti kyselého srazeni
bilkovin, a poté nasledovala analyza pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
v ultrafialové oblasti (HPLC-UV).

Kyselina ellagova byla detekovana v lidské plazmé pii maximalni koncentraci
(31,9 ng/ml) 1 h po poziti, ale po 4 h byla rychle eliminovéna. Kalibra¢ni kiivka
pro kvantifikaci EA byla linearni (r> = 0,9975) v koncentraénim rozmezi
od 1000 do 15,6 ng/ml.

Vzhledem k tomu, ze EA ma udajné silnou afinitu k proteinim a nizkou
absorpci u malych zvifat, je potfeba dalSich studii s cilem prozkoumat, zda pfitomnost
volné EA v lidské plasmé muze byt vzhledem k jejimu uvolnovani pii hydrolyze ET,
ktera je usnadnéna fyziologickym pH a/nebo t¢inkem sttevni mikroflory, zarucena.

Zavérem lze fici, ze kombinaci extrakéniho postupu pro piipravu vzorku plazmy
a systému HPLC-UV autofi Gspé$né poprvé ziskali pfimy ditkaz absorpce EA ze zdroji
potravy u ¢lovéka. EA tak miZze byt povazovana za biomarker pro budouci studium

lidské biologické dostupnosti zahrnujici konzumaci ET ze zdroji potravy.

Krevni vzorky odebrané do zkumavky s ethylendiamintetraoctovou kyselinou
(EDTA, protisrazlivé ¢inidlo) byly centrifugovany pii 3000 x g po dobu 10 minut
pfi teploté 4 °C. Plazma byla rychle odstranéna a ulozena pfi -80 °C aZ do doby HPLC
analyzy. 500 pl plazmy bylo upraveno na pH 2,5 se 150 ul 1 moll
dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 15 pl 50% kyseliny fosfore¢né. Kazdy vzorek byl
vortexovan (michan) s 2,5 ml acetonitrilu po dobu 1 minuty a centrifugovan
pti 3500 x g po dobu 10 minut pii 5-10 °C. Supernatant byl odpaten do sucha pii 35 °C
a zbytek se smichal se 100 pl methanolu. Poté bylo na HPLC systém s detektorem
diodového pole (PDA) nastfiknuto 20 pl vzorku pro stanoveni pfitomnosti a koncentraci
EA a ET. M¢feni bylo pro kazdy vzorek trikrat opakovano. Vlnova délka pro detekci
a kvantifikaci EA a ET byla monitorovédna pfi 366 a 378 nm. Koncentrace byly
stanoveny z plochy piku pomoci rovnice pro linearni regresi ziskané z kalibra¢ni kiivky.
Kalibra¢ni kiivka byla linearni (r? = 0,9975) v koncentra¢nim rozmezi od 1000 do 15,
625 ng/ml. Vytézky EA z lidské plazmy byly 103 %, 120 %, 113 % a 117 %
pro koncentrace 500, 250, 125 a 62,5 ng/ml [25].
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8.1.9 Eucalyptus citriodora

Nazev rostliny: Eucalyptus citriodora (Hook.) K. D. Hill & L. A. Johnson — blahovi¢nik

citronikovy
Celed: Myrtaceae - myrtovité
Popis: strom

Puvod: SV Australie

Ochranna uloha ellagotanint z Eucalyptus citriodora pied Zaludeénim
viedem vyvolanym ethanolem u potkanii: Vliv na oxidacni stres, zanét

a peptid pribuzny kalcitoninu

Frakce bohaté na ellagotaniny, které¢ maji gastroprotektivni G€inky, byly ziskany
z listh Eucalyptus citriodora (ECF). Jejich aktivita byla zkoumana na ethanolem
vyvolanych Zalude¢nich viedech u potkani.  Potkani byli pfedléceni s ECF
(25, 50 a 100 mg/kg), 1 h pfed podanim absolutniho ethanolu k vyvolani akutnich
zalude¢nich viedli. Zalude¢ni léze byly vyznamné snizeny viemi davkami ECF.
Predbézné osetfeni s ECF (100 mg/kg) vykazovalo 99,6 % gastroprotektivni aktivity,
coz je vyrazné vys$i, nez vykazoval omeprazol. Kromé toho, podavani ECF vyrazné
zvysilo obsah mucinu v zavislosti na davce. Silny gastroprotektivni uc¢inek by mohl byt
casteCné zprostfedkovan zeslabenim ethanolem indukovanym oxidaénim stresem.
Predléceni pomoci ECF vyrazn€ zvysSilo snizenou hladinu glutathionu (GSH)
a superoxiddismutasy (SOD) v zavislosti na davce. ECF vyrazné snizil zvySené tkanové
hladiny malondialdehydu (MDA) vyvolané poddnim ethanolu. Vysledky ukazaly,
ze podavani ECF mélo silny protizanétlivy ucinek, o Cemz sveéd¢i snizeni
prozanétlivych markert: interleukinu 1B (IL), tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF-a),
lipoxygenasy 5 (LO) a cyklooxygenasy 2 (COX). Navic tkanové hladiny kaspasy-3 byly
vyznamné snizeny ve skupinach ptedlécenych s ECF. Tyto vysledky naznacuji,
ze by ECF mohl mit pfiznivy gastroprotektivni Uc¢inek prostfednictvim svych

7 w1

vyznamné zmirnilo ethanolem indukovany pokles exprese peptidu piibuzného genu
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kalcitoninu (CGRP), ktery ma gastroprotektivni roli proti Zalude¢nim viedim.
Histopatologické vysetfeni ukazalo intaktni slizni¢ni vrstvy, nepiitomnost krvaceni
a nekrézy ve skupinach 1écenych pomoci ECF. Ellagotanniny byly identifikovany jako
hlavni ucinné latky zodpovédné za antioxidacni a gastroprotektivni vlastnosti.
K identifikaci ellagotaninti z listh Eucalyptus citriodora byla pouzita metoda
HPLC-PDA-ESI/MS/MS. Mezi identifikované ellagotaniny patii pedunkulagin
(obr. 9), veskalagin, kastalagin, acutissimin A, pterokarinin A, stynophyllanin A,

kasuarinin, guajavin A, tellimagrandin I a kyselina ellagova.

Obr. 9. Pedunkulagin

Samci bilych potkanti (150-200 g) byly umistény do klimatizovanych kleci,
pii teploté 25 °C a se stfidanim svétla a tmy po 12 h. Zvifata se pied experimentem
aklimatizovala dva tydny a byla udrzovana standardni stravou a vodou. Standardni dieta
obsahovala vice nez 20 % bilkovin, 3,5 % tuku, 6,5 % popela a smési vitaminti.
Vsechny pokusy na zvifatech byly provadény v souladu s ptiruckou pro péci

a pouzivani laboratornich zvitat a byly schvaleny etickou komisi.

Zvitata byla rozdélena ndhodné do Sesti skupin (Sest zvifat na skupinu). Skupina
I slouzila pouze jako kontrola. Skupina II slouzila jako viedova kontrola a pied ordlnim
podanim absolutniho ethanolu ji bylo poddno vehikulum. Skupiny III - V byly oSetieny
oraln€ s 25, 50 a 100 mg/kg ECF. Skupiné VI byla peroraln¢ podana standardni davka
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20 mg/kg omeprazolu. Po 1 h byl vSem skupindm, kromé& skupiny I, podan absolutni
ethanol (5 ml/kg, podavany ordln¢) pro vyvolani zalude¢niho viedu. Po 1 h od podani
ethanolu byla zvifata anestetizovana, usmrcena a jejich zaludky byly vyjmuty.
Zalude&ni obsah byl odebran a centrifugovan pii 5000 rpm po dobu 10 minut. Zalude&ni
stavy byly pouzity k méfeni titratni kyselosti a obsahu mucinu. Kazdy zaludek byl
otevien podél vétsiho zakiiveni a promyt ledové chladnym fyziologickym roztokem.
Zaludeéni tkané z kazdé skupiny byly homogenizovany v roztoku chloridu sodného
a nasledné byl homogenat pouzit pro hodnoceni marker oxida¢niho stresu, mezi které
patfi: redukovany glutathion (GSH), lipidové peroxidy a superoxiddismutasa (SOD),
zanétlivé markery (IL-1, TNF-a, COX-2 a 5-LO), apoptoticky marker (kaspasa 3)
a CGRP. Kromé& toho byly reprezentativni vzorky Zaludku z oSetfenych skupin
odebrany pro histopatologické vySetteni [26].

8.1.10 Myrciaria dubia

Nézev rostliny: Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh
Celed: Myrtaceae - myrtovité
Popis: ket

Plvod: tropy

Antioxidaéni aktivita C-glykosidickych ellagotaninii ze semen a kiry

Mpyrciaria dubia (Camu-Camu)

C-glykosidické ellagotaniny, grandinin, veskalagin, kastalagin,
methylveskalagin, stachyurin a kasuarinin, byly izolovany 50% acetonem z extraktu
semen a plodi dieviny Camu-Camu (Celed Myrtaceae). Tyto tiisloviny vykazovaly
antioxidacni aktivity métené pomoci testli sl,1-difenyl-2-pikrylhydrazylem (DPPH),
2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovou kyselinou) (ABTS) a testu, ktery
meéfi absorpéni kapacitu kyslikovych radikald (ORAC). V. DPPH a ABTS testech
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vykazoval nejsilngj$i antioxidacni aktivitu stachyurin a silnéjsi aktivity byly u tfislovin,
které obsahuji dvé hexahydroxydifenové (HHDP) skupiny a galloylovou skupinu,
nez u tfislovin, které¢ obsahuji nonahydroxyterpenovou skupinu a HHDP skupinu.
Aktivita veskalaginu byla silnéjSi nez kastalaginu a podobny vztah byl pozorovan
1 u stachyurinu a kasuarininu. To znamena, ze antioxidacni aktivity téchto tfislovin
mohou zdviset na konformaci hydroxylové skupiny na C-1 otevieného fetézce
D-glukosy. Nicmén¢, v ORAC testu vykazoval nejsilnéjsi aktivitu kasuarinin. Bylo
zjisténo, ze semena a kira Camu-Camu, coz jsou odpadni produkty pfi vyrobé stavy,
obsahuji  C-glykosidické ellagotaniny se silnymi antioxida¢nimi  ucinky,

a proto by mohly byt uzitenym zdrojem funk¢nich potravin a aditiv.

Vysusend semena vzorku (400 g) byla zbavena tuku pomoci n-hexanu,
a poté byla tiikrat extrahovana 50% vodnym acetonem pii pokojové teploté¢ po dobu
24 h. Sloucené extrakty byly na suchu za snizeného tlaku pfi teploté¢ 40 °C zahuStény,
¢imz se ziskal Gerstvy extrakt (43,9 g). Cerstvy extrakt (5,0 g) se rozpustil
v 50% methanolu (500 ml) a byl aplikovan na kolonu. Kolona byla eluovana systémem
H>O, MeOH a acetonem, ¢imz se ziskalo 8 frakci. 60-90 % methanolové frakce bylo
rozpu$téno v 8-15% acetonitrilu a rozpustny podil se podrobil preparativni HPLC.
Z 1,0 g &erstvého extraktu byly ziskany dané slouéeniny. Cistota izolovanych slougenin

byla potvrzena pomoci HPLC, 'H a 1*C NMR [27].

8.1.11 Syzygium guineense
Nazev rostliny: Syzygium guineense (Willd.) DC. — hiebickovec

Celed: Myrtaceae - myrtovité
Popis: strom

Puvod: JV Asie
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Flavonoidy, gallotaniny a ellagotaniny ze Syzygium guineense a jejich

tradi¢ni pouziti mezi 1é¢iteli z Mali

Rostlina Syzygium guineense je tradicné pouzivana na Mali (zapadni Afrika)
k 1é¢be riznych onemocnéni, jako jsou zalude¢ni problémy, rany, zanéty a rizné zenské
choroby [28].

Cilem této studie bylo ud¢lat prizkum o tradicnim vyuziti Syzygium guineense
mezi 1éCiteli z Mali a nasledné izolovat a identifikovat obsahové latky z listd Syzygium
guineense a prostudovat jejich schopnost vychytavat radikaly a enzymové inhibi¢ni
ucinky.

Ve cCtyfech riiznych cEtvrtich na Mali, bylo 44 1éciteld (11 Zen a 33 muzi)
podrobeno dotazniku ohledné 1é¢ebného pouziti Syzygium guineense. Pii stanovovani
slozek, byl nejdiive pfipraven methanolovy extrakt z listii této rostliny, ktery byl dale
za pouziti riznych chromatografickych metod frakcionovan. Izolované slouceniny byly
identifikovany pomoci 1D a 2D NMR spektroskopie. U extrakti a izolovanych
sloucenin se zkoumala jejich schopnost vychytavat radikaly a jejich schopnost inhibovat
xantinoxidasu a 15-lipoxygenasu. Methanolovy extrakt byl testovan na toxicitu vici
Artemia salina nauplii.

Na vzduchu usuSené a praSkované listy ze Syzygium guineense (400 g) byly
extrahovany dichlormethanem (12,5 1) pii teploté¢ 40 °C a nésledné¢ methanolem (15 1)
pii 60 °C, ¢imz se ziskalo 17,2 g (vytézek 4,3 %) dichlormethanového a 119.6 g
(vytezek 29,9 %) methanolového extraktu. Methanolovy extrakt (95 g) byl nanesen
na kolonu, a poté byl chromatografovan gradientem methanol/H,O, ¢imZ se celkem
ziskalo 10 frakci. Chromatografie probihala na reverzni fazi C-18.

Vysledky ukazaly, ze 1écitelé z Mali pouzivaji Syzygium guineense hlavné
pii dermatozéach, bolestech, malarii/horecce a pti hojeni ran. Z methanolového extraktu
listh byly izolovany flavonoidy: gallokatechin, myricetin, myricetin-3-O-glukosid,
myricetin-3-O-rhamnosid, myricetin-3-O-glukuronid a myricetin -3-O-B-D (6 "-galloyl)
galaktosid, dale gallotaniny: 1,2,3,6-tetra-O-galloyl-B-D-glukosa, 1,2,3,4,6-penta-O-
galloyl-B-D-glukosa (8) a ellagotaniny: kasuariktin a kasuarinin. Tyto polyfenoly jsou
pro dany druh nové. Cerstvy methanolovy extrakt byl aktivni jako vychytavaé radikalt
a jako inhibitor xanthinoxidasy a 15-lipoxygenasy (15-LO). Z izolovanych sloucenin
se penta-galloylglukosa ukdzala jako nejlep$i inhibitor enzymu (ICso = 25 £ 4 uM
pro 15-LO, 8 £ 1 uM pro xanthinoxidasu), zatimco kasuariktin (ICso = 3,9 = 0,1 uM),
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kasuarinin (ICso = 4,5 + 0,3 uM) a pentagalloylglukosa (ICso = 5 + 1 uM) vykazovaly
nejvyssi schopnost vychytavani radikalt. Pro Artemia salina nauplii byl methanolovy
extrakt netoxicky.

Zaveérem lze fici, ze listy ze Syzygium guineense jsou bézné pouzivané léciteli
na Mali, avSak tradi¢ni praxe se mezi jednotlivymi regiony zna¢né¢ lisi. Listy jsou
bohaté¢ na polyfenoly jako jsou flavonoidy, gallotaniny nebo ellagotaniny. Vysoky
obsah biologicky aktivnich polyfenolt tak muze byt dulezity pro 1éCivé ucinky této
rostliny, a mtize poskytnout divody vedouci k Sirokému pouzivani Syzygium guineense

na Mali [29].

8.1.12 Epilobium angustifolium
Nazev rostliny: Epilobium angustifolium L. — vrbovka uzkolista

Celed’: Onagraceae - pupalkovité
Popis: vytrvala bylina

Plivod: Evropa, severni polokoule

Studium vztahu mezi strukturou a aktivitou oligomernich ellagotanini

z Epilobium angustifolium pri bachorové fermentaci in vitro

Cilem této studie bylo zjistit, jak stupen oligomerizace ellagotanini ovliviiuje
jejich schopnost meénit fermentaci v bachoru. Mezi ET izolované z Epilobium
angustifolium patii monomer: tellimagrandin I, dimer: oenothein B (obr. 10) a trimer:
oenothein A. Ellagotaniny byly testovany in vitro ve smési travni sildze a pufrované
bachorové tekutiny. Celkova produkce plynu byla méfena v redlném cCase pomoci
automatického vyhodnocovani syst¢émového tlaku. Produkce methanu byla sledovana
v pravidelnych intervalech pomoci plynové chromatografie po dobu 72 h. Uginek ET
byl hodnocen ve 2 zdrojich bachorové tekutiny. Amoniakélni dusik, koncentrace t¢kavé

mastné kyseliny a pH byly méfeny na konci experimentu. Vysledky ukazaly,
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ze oligomerni ET snizili produkci plynu a celkovou koncentraci t€kavych mastnych
kyselin umérné k jejich stupni oligomerizace. Produkce methanu se také snizila u vSech
testovanych sloucenin a dimer byl mén¢ ucinny nez vétsi ellagotaniny, které vykazovali
podobné aktivity. Navic, oligomerni ET z Epilobium angustifolium snizili amoniakalni
dusik a koncentraci rozvétvenych té€kavych mastnych kyselin, coz poukdzalo
na snizenou degradaci proteinti prostfednictvim bachorovych bakterii.

Tato studie ukézala, ze stupen oligomerizace ET ma vliv na parametry
fermentace in vitro. Velké oligomery maji ve skutecnosti vice Skodlivych ucinki
na tékavé mastné kyseliny a produkci plynu nez malé, jsou ale podobné uc¢inné

pfi inhibici produkce methanu [30].

Obr. 10. Oenothein B

8.1.13 Oenothera sp., Geum urbanum, Lythrum salicaria, Agrimonia
eupatoria

Nazev rostliny: Oenothera sp. Nutt. - pupalka

Celed: Onagraceae - pupalkovité
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Popis: bylina

Puvod: S aJ Amerika

Nazev rostliny: Geum urbanum L. — kuklik méstsky

Celed: Rosaceae - riizovité
Popis: vytrvala bylina

Pivod: Evropa, Afrika, Asie

Néazev rostliny: Lythrum salicaria L. — kyprej vrbice

Celed’: Lythraceae - kyprejovité
Popis: vytrvala bylina

Pivod: Evropa, Asie

Nazev rostliny: Agrimonia eupatoria L. — fepik 1ékarsky
Celed: Rosaceae - riizovité
Popis: vytrvald bylina

Pivod: Evropa, JV Asie, S Amerika

Ellagotaniny z Oenothera sp., Geum wurbanum, Lythrum salicaria
a Agrimonia eupatoria reguluji zanétlivou odpovéd’ lidskych neutrofila
ex vivo

Rostlinné materialy bohaté na tfisloviny se béZn¢ pouzivaji v tradi¢ni medicing

-----

extrakty, které obsahuji zna¢né mnozstvi tfislovin, jsou Casto pouzivany k prevenci

a 1écbé onemocnéni dutiny Ustni, jako je zanét dasni a parodontdza [33]. Vliv Cistych
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vyresen.

Slouceniny pouzité v této studii byly izolovany z vybranych rostlinnych
materiali. Penta-O-galloyl-p-D-glukosa byla izolovana z odtuénénych semen
Oenothera  paradoxa. 1-0-galloyl-4,6-(S)-HHDP-B-D-glukosa, pedunkulagin,
stachyurin, kasuarinin, stenophyllanin A, gemin G a gemin A byly izolovany
z kotene Geum urbanum. Veskalagin, kastalagin, salikarinin A a salikarinin B byly
oCistény z nadzemnich Casti Lythrum salicaria. Oenthein B byl izolovan z nadzemnich
casti Oenothera hoelsheri. Agrimoniin byl ziskdn z nadzemnich ¢&asti Agrimonia
eupatoria.

Pted kazdym experimentem byly slouceniny rozpustény v deionizované vodé
nebo v 70% ethanolu, a potom se zfedily k ziskani zasobnich roztoki o 400 uM a byly
zfiltrovany pres sterilni filtr (0,22 um) v injekéni stiikacce. Slouceniny byly ulozeny
ve tm& pii 4 °C a pouzity maximalné do 72 h. VSechny latky byly
v experimentalnich podminkach stabilni. Analyza téchto sloucenin byla provedena
pomoci HPLC-DAD-MS.

Cilem této studie bylo zjistit, zda tyto ellagotaniny a jejich prekurzor
penta-galloylglukosa mohou modulovat zanétlivé reakce ex vivo stimulovanych
neutrofild.

Lidské neutrofily byly izolovany z buffy coat (trombocyty a leukocyty)
ziskaného od zdravych dobrovolnikti. Neutrofily byly kultivovany s nebo bez testované
slouceniny. Vliv ellagotanini a penta-galloylglukosy na produkci a uvoliovani
prozanétlivych faktort, jako jsou elastasa, reaktivni formy kysliku (ROS), IL-8, TNF-a
a metaloproteinasa-9, byl hodnocen pomoci ELISA soupravy nebo chemickymi
metodami. VIiv na povrchovou expresi Toll-like receptoru 4 (TLR) a apoptézu byl
kontrolovan pomoci prutokové cytometrie.

Vysledky této studie ukazaly, ze ellagotaniny moduluji zanétlivou odpoveéd
lidskych neutrofild tak, ze inhibuji produkci a wuvoliuji vybrané cytokiny
a prozanétlivé enzymy. Indukci TNF-a ellagotaniny zvySuji apoptdézu neutrofild,
ktera je pfedmétem zajmu v piipadé chronického zanétu v ustni dutin€. Ellagotaniny
také snizuji povrchovou expresi TLR-4 v aktivovanych neutrofilech.

Vysledky podporuji tradi€ni pouzivani produktli bohatych na tfisloviny

v prevenci a 1écb&é onemocnéni dutiny ustni. Tato studie dokazuje podstatny piinos
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na tfisloviny [34].

8.1.14 Comarum palustre
Nazev rostliny: Comarum palustre L. — mochna bahenni

Celed: Rosaceae - rizovité
Popis: vytrvala bylina

Pivod: Evropa

Agrimoniin, aktivni ellagotanin z byliny Comarum palustre,
s anti-a-glukosidasovym a antidiabetickym potencialem

u streptozotocinem navozenych diabetickych potkani

Ptirozené existujici inhibitory a-glukosidasy z tradi¢nich rostlinnych lé€ivych
ptipravkll se vyznacuji tim, Ze by mohly byt uZite¢né pii lécbe diabetes mellitus 2. typu
(DM).

Cilem této studie bylo vyhodnotit aktivitu a-glukosidasy a hypoglykemické
ucinky z extraktl Comarum palustre a detekovat prislusné slouceniny. 60% ethanolovy
extrakt ztéto rostliny odhalil nejvy$si inhibi¢ni aktivitu vi¢i o-glukosidase
(IC s0 = 52,0 pg/ml). HPLC analyza hlavnich sloucenin vedla k detekci 15 sloucenin,
vcetné ellagotaninll, flavonoidi, katechini a dalSich sloucenin. Pomoci HPLC byla
prokazana dobra inhibi¢ni aktivita eludtu obsahujiciho agrimoniin proti a -glukosidase.
Odstranéni ellagotaninii z extraktu Comarum palustre vyznamné snizilo inhibici
a-glukosidasy (ICso = 204,7 pg/ml), vzhledem k vysoké inhibicni aktivité dominantniho
agrimoniinu (ICso = 21,8 ng/ml). Hypoglykemicky Uc¢inek extrakti z Comarum palustre
byl hodnocen pied a po odstranéni ellagotaninu, agrimoniinu a inzulinu
na streptozotocinem navozeném experimentalnim modelu. Diabeticti potkani 1éceni
agrimoniinem a extraktem z Comarum palustre pted vysazenim ellagotaninu ukéazaly

vyznamné zvySeni hladiny glukosy v plasmé a glykovaného hemoglobinu, a naopak
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vyznamné snizeni hladiny inzulinu v plazmé a hemoglobinu. Ziskané tdaje potvrdily,
ze agrimoniin z Comarum palustre vykazuje antidiabetickou aktivitu a umoziuje
tak pouzivat tuto rostlinu jako mozny dietni dopIn€k pti 1écbeé DM a jako zdroj novych
peroralnich antidiabetik.

Z rostliny Comarum palustre byl do Erlenmeyerovy banky navdzen 1 g.
Poté se pridalo 100 ml destilované vody a vzorek byl zahtfivan na topné desce. Smés
se vafila po dobu 10 minut, a poté se nechala odstat pfi pokojové teplot¢ po dobu

15 minut, nasledné se zfiltrovala za snizeného tlaku.

Experimenty byly provadény na dospélych samcich potkant Wistar o hmotnosti
180-210 g a 8 az 10 tydni starych. Zvifata byla udrzovana v kleci pfi teploté
22 °C s volnym ptistupem k potravé a vodé. Experimenty zacinaly vzdy ve stejnou dobu
(v 10 h rdno). Experimentalni diabetes byl indukovan po celono¢nim hladovéni jedinou
intraperitonealni injekci se streptozotocinem (60 mg/kg) Cerstvé rozpusténym
v destilované vodé. Vzhledem k tomu, Ze je streptozotocin schopen zpiisobit fatdlni
hypoglykémii v disledku masivniho pankreatického uvolfovani inzulinu, tak byli
potkani po 6 h intraperitonealné osetteni 20% roztokem glukosy. Poté byly dalSich 24 h
uchovavany v klecich slahvemi s5 % glukosy, aby se zabrdnilo hypoglykemii.
Hyperglykémie byla potvrzena ¢tyfi dny po injekci méfenim hladiny glukosy v krvi
z ocasni Zily. Potkani s hladinou glukosy v krvi vyssi jak 250 mg/dl byli povaZovani
za diabetické a byli tak pouZiti pro tyto vyzkumné prace. Kontrolni zvifata dostala
0,9 % sterilniho fyziologického roztoku. Inzulinem léCeni diabeticti potkani slouzili
jako pozitivni kontrola.

Hladiny glukosy v krvi nalacno vSech potkanti byly stanoveny pted zacatkem
experimentu. Potkani byli rozdéleni do skupin (kontrolni skupina, skupina s podavanym
extraktem Comarum palustre, agrimoniinem, inzulinem, streptozotocinem). Extrakty
a agrimoniim byly rozpusStény ve fyziologickém roztoku a potkaniim byly podavany
denné pomoci Zalude¢ni sondy. Inzulin byl aplikovan subkutanné. Vyzkum probihal
21 dni a krevni glukosa nala¢no byla u potkanti stanovena 1., 7., 14. a 21. den. Inzulin
v plazmé byl stanoven pomoci metody ELISA. Celkovy hemoglobin a glykovany
hemoglobin Aic (HbAic) byl oddélen pomoci chromatografické metody pouZivajici
kationtoméni¢ové pryskyfice a kvantifikovany byly pomoci spektrofotometrie

pii 415 nm [35].
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Ellagotaniny a dalSi fenolové slouceniny z Comarum palustre

Ptipravky z Comarum palustre se pouzivaji k 1€cbé nemoci pohybového aparatu,
Nadzemni cast rostliny byla navrzena jako alternativni zdroj 1é¢iv v pribéhu studia.
Informace o chemickém slozeni Comarum palustre uvadi, ze podzemni organy obsahuji
prokyanidiny zatimco nadzemni Cast obsahuje 2-pyron-4,6-dikarboxylové Kyseliny,
gossypetrin, (-)-epigallokatechin-3-0-gallat, esencidlni olej a kyselinu chebulinovou.
Ptitomnost posledni slouceniny v Comarum palustre je pochybné, protoze derivaty
kyseliny chebulinové byly dosud nalezeny pouze u zastupct celedi Combretaceae
(Terminalia L1.), Phyllanthaceaec (Phyllanthus emblica Gaerth.) a Geraniaceae
(Geranium sylvaticum, G. wilfordii). Cilem této prace bylo porovnat sloZeni fenolovych

slou€enin z nadzemnich a podzemnich organtt Comarum palustre.

K extrakci a frakcionaci byla pouzita odvazend Cast suSené nadzemni Casti
Comarum palustre (1 kg), kterd byla nasledné extrahovana 60% ethanolem v lazni
pii teploté 45 °C po dobu 60 minut (2-krat). Vysledny extrakt byl filtrovan a odpaten ve
vakuu pii 40 °C. Mezi slouceniny izolované pomoci HPLC patfi: prokyanidin BI,
prokyanidin B3, (+)-katechin, (—)-epikatechin, (-)-epigallokatechin,
(—)-epigallokatechin-3-0O-gallat, kyselina gallova, pedunkulagin, potentillin, agrimoniin,
2-pyron-4,6-dikarboxylova kyselina, isoquercitrin, miquelianin, rutin, astragalin,
kempferol-3-O-rhamnosid, nikotiflorin, tilirosid a kyselina ellagova.

VSechny izolované slouceniny kromé (—)-epigallokatechin-3-O-gallatu
a 2-pyron-4,6-dikarboxylové kyseliny byly nalezeny v Comarum palustre poprvé.
Ptitomnost kyseliny chebulinové v této studii nebyla potvrzena.

Podle HPLC bylo sloZeni nadzemnich a podzemnich organi Comarum palustre
podobné.

Dominantni slouceninou v listech a kvétech byl agrimoniin s obsahem
121,57 a 151,54 mg/g, ve stoncich a kotenech ptevladal prokyanidin B3 a (+)-katechin
s obsahem 24,93/20,66 a 18,00/11,92 mg/g. Srovnani koncentraci fenolovych slouc¢enin
v organech Comarum palustre ukdzalo, Ze kofeny mély nejniz§i obsah vSech
stanovovanych slozek. To vedlo k zavéru, Ze nadzemni ¢ast této rostliny by méla byt

pouzivana jako nahrada za koteny Comarum palustre [37].
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8.1.15 Fragaria vesca

Nézev rostliny: Fragaria vesca L. — jahodnik obecny
Celed: Rosaceae - riizovité
Popis: vytrvala bylina

Pivod: mirny pas severni polokoule

Fyziologické vlastnosti dietnich pripravkii bohatych na ellagotaniny,
které byly ziskany z vyliski plodia Fragaria sp. za pouZziti riznych

extrak¢énich metod

Cilem této studie bylo zjistit slozeni extraktl z Fragaria sp. bohatych
na ellagotaniny ziskanych vodnou nebo acetonovou extrakci (EF a EP pfiprava).
Biologicky ucinek téchto extrakti byl hodnocen ve 4. tydnu nutriéniho pokusu
na potkanech Wistar. Pripravky byly pfidavany do diet obsahujicich cholesterol,
a které mély stejny obsah ellagotanini (0,03 %). Pro méfeni odezvy zvifat byly
hodnoceny parametry popisujici cekalni kvaSeni (koncentrace amoniaku a mastnych
kyselin s kratkym fetézcem, aktivita bakteridlnich enzym), lipoproteinovy profil
krevniho séra a obsah latek reaktivnich s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS)
ve vybranych tkénich (srdce, jatra, ledviny). Na rozdil od polyfenolti obsahovala EF
priprava vcetné ellagotanini (7,8 a 7,1 %) také vysoké mnozstvi rozpustné dietni
vlakniny a jinych sacharidi (33,3 a 38,9 %), zatimco EP pfiprava se vyznacovala
obsahem 58,9 % ellagotaninli, bez vldkniny a vysokym obsahem proanthokyanidint
(16,9 %). Ve srovnani s EF skupinou méla dietni 1écba s EP silnéjsi t€inek na prostiedi
céka, coz se projevilo snizenim traveniny v objemu, PB-glukuronidasové aktivity
a celkové koncentrace mastné kyseliny s kratkym fetézcem (P <0,05 vs. skupina C
bez oSetfeni). Ob¢ pfipravy sniZily lipémii a glykémii. Mohlo by dojit k zéavéru,
ze acetonova extrakce z vyliskli plodt Fragaria sp., kterd je G€innéjsi, zvysila obsah
jak ellagotanini tak proanthokyanidinii v pfipravé polyfenoll, které pak zpisobily

o 24

triacylglyceroly a hladinu glukosy. Vzhledem ke stejnému obsahu ellagotaninli v obou
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suplementovanych dietdch by se mohlo spekulovat také o tom, ze vySe uvedené ucinky
byly v disledku pfitomnosti proanthokyanidinové frakce.

Cilem této studie bylo zjistit U¢innost dvou extrak¢énich metod polyfenola
z plodt Fragaria sp.: enzymové asistovand vodna extrakce (EF piiprava) a extrakce
vodnym roztokem acetonu (EP pfiprava), a nasledné vyhodnotit fyziologické ucinky

vyslednych piipravkil na gastrointestinalni trakt a metabolismus potkana.

Piiprava ellagotaninovych extrakti z plodu Fragaria sp.
Enzymov¢ asistovana vodna extrakce (EF pfiprava)

Hmota z Fragaria sp. (750 kg) byla pfipravena z koncentrované $tavy susené
ve vakuu pfi teploté¢ 70 + 2 °C. Po vysuSeni byly vylisky (400 kg) oddéleny na frakci
semen (prumeér 0,5 - 1,0 milimetr) a frakci bez pecek (primér 1-3 mm). 1 - 3 frakce
byly podrobeny enzymov¢ asistované extrakci a to tak, ze 225 kg z 1-3 frakei vyliski
bylo pfidano do 1500 litri vody a 0,025 litri enzymu celulasy - pektinasy, Tato
enzymova extrakce probihala pfi teplot¢ 65 = 1 °C po dobu 90 min. Extrakt byl
nasledné centrifugovan. Dalsi dvé extrakce byly provedeny jako piedchozi,
ale za pouziti 750 litrt vody. Ziskané vodné extrakty byly nésledné spojeny, filtrovany
a koncentrovany do rozpustného pevného podilu. Poté se ¢ast vody lyofilizovala,

coz umoznilo ziskéani ¢erstvého extraktu s obsahem ellagotaninové vlakniny.

Extrakce vodnym roztokem acetonu a selektivni koncentrace na adsorbent (EP ptiprava)

Koncentrat vody a acetati zellagotanint Fragaria sp. byl vyroben
v laboratornim méftitku za pouziti 1,5 kg suSenych vyliski Fragaria sp. bez pecek,
které nebyly vystaveny enzymové asistované extrakci vodou a za pouziti 60% vodného
roztoku acetonu (5 1 na 1 kg vyliskll). Extrakce byla provedena ve dvou stupnich,
pii 25 °C po dobu 18 h. Dale, po ¢astecném odstranéni rozpousStédla destilaci byly
vysledné 5% roztoky podrobeny adsorpci za pouziti 500 g adsorbentu v koloné
s prumérem 40 mm a vySce 1000 mm. Po vodné eluci sacharidovych necistot byly
polyfenoly desorbovany s 10, 40 a 60% ethanolovymi roztoky aplikovanymi postupné
v objemech 0,5, 1,0 a 2,0 litri na 1 kg adsorbentu. Roztoky obsahujici desorbované
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polyfenoly z acetonové extrakce byly shromazdény ve frakcich, z nichz pouze eluaty

bohaté na ellagotaniny byly zakoncentrovany na 15 % suSiny a lyofilizovany.

Chemicka analyza polyfenolovych extrakti

Stanoveni obsahu polyfenolt, véetné ellagotanini a volné kyseliny ellagové

Obsah volné kyseliny ellagové, soucet ellagotaninii a dalSich polyfenoli byl
stanoven pomoci HPLC metody v roztocich ellagotaninovych extraktli o koncentraci
1 az 5 mg/ml rozpoustédla. Extrakty byly podrobeny uréitym technikdm zpracovani.

Chromatograficka analyza byla provedena na chromatografu vybavenym
odplyniovacem, dvéma cerpadly, mixérem, autosamplerem, termostatem a detektorem
PDA. Separace byla provedena na koloné¢ C18 a nasledné¢ byly polyfenoly

identifikovany pomoci standardil.

Analyza proanthokyanidinii a volnych katechini

Byla pouzita metoda degradace proanthokyanidinti v kyselém prosttredi
s predavkovanim floroglucinolem.

Produkty z kyselé degradace proanthokyanidini  byly oddéleny
na chromatografu vybaveného UV-Vis detektorem a fluorescenénim detektorem (FD).
Separace byla provedena na koloné¢ C18. Identifikace sloucenin byla provedena

na zékladé porovnavani retencnich ¢asti a UV-Vis spekter standardi.

In vivo pokusy

Pokus byl proveden u 24 samct potkani Wistar starych 35 dni a véhou 99,2 g,

jak bylo schvaleno mistni etickou komisi pro pokusy se zvifaty. Zvitata byla udrzovana

pfi standardnich podminkach: teplota 21-22 °C a relativni vlhkost vzduchu 50-70 %,

intenzivni vétrani mistnosti a 12-h osvétleni. Byly zaznamenavany individualni télesné
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hmotnosti a potravinovy piijem. Pokus byl proveden ve 3 experimentalnich skupinach
po 8 potkanich samcich a kazdy pokus trval 4 tydny.

Pti pokusech se podavaly diety s obsahem cholesterolu. Extrakty ellagotaninové
vldkniny byly poddvany ke stravé misto ptislusSného mnozstvi kukufi¢ného Skrobu.
Analyzované ptipravky byly pouzity v potravé ve stejné davce, dosazeni 0,03 % souctu
volné kyseliny ellagové a ellagotaninii byl vyjadien na galoyl-di-HHDP-glukosu.
Fruktooligosacharidy (FOS) byly aplikovany ve vSech dietdch jako vlaknina s cilem
zmirnit potencidl negativnich ucinkii  polyfenoli na fermentatni funkce
gastrointestinalniho traktu. Obsah oligo-, di- a mono-sacharida v ptipravku byl potvrzen
HPLC systémem vybavenym systémem dat, detektorem a kolonou naplnénou
aminopropyl polymerem za pouZziti mobilni fize smési acetonitrilu a vody (67-33 %),
s prutokovou rychlosti 0,8 ml/min pii 20 °C. Analyzované slozeni FOS pfipravku bylo
nasledujici: fruktosa 0,3 %, glukosa 0,4 %, sacharosa 2,3 %, kestosa 36 %, nystosa

49 % a fruktosylnystosa 12 %.

Experimentalni postupy

Byly stanoveny individualni spotfeby krmiva a télesné hmotnosti. Potkani byli
drzeni v klecich, které umoznily pravidelny sbér moc¢i a posuzovani diuretického ucinku
analyzovanych preparati. Po 4 tydnech experimentu se potkani nechali pies noc
vyhladovét, zvazit a anestetizovat pentobarbitalem sodnym. Vzorky krve byly odebrany
z ocasni Zily. Sérum se pfipravilo centrifugaci pii 1500 x g po dobu 15 min pii 4 °C
a bylo skladovano pfi -40 °C aZ do provedeni analyzy. Koncentrace triacylglycerolu
(TG), celkového cholesterolu (TC), HDL frakce cholesterolu (HDL-C) a glukosy v séru
byly stanoveny pomoci komerc¢nich diagnostickych kitd. HDL-cholesterol byl méfen
po selektivnim vysrazeni nizkou a velmi nizkou hustotou sérovych lipoproteina
s polypropylenglykolem a naslednym odstranénim centrifugaci (1500 x g po dobu
15 minut pii teploté 4 °C). Aterogenni index (Al) stravy byl vypocten pro kazdé zvife
podle vzorce Al = log (TG/HDL). Potkani se pak usmrtili cervikalni dislokaci.
Po laparotomii byly z kazdého potkana odebrany vybrané tkané¢ (jatra, ledviny, srdce),
jakoZ 1 segmenty gastrointestinalniho traktu (tenké stfevo, slepé stfevo a tlusté stievo,
vcetné traveniny). Tak jako co mozna nejdiive po eutanézii (cca 10 min) byla u tenkého

stteva, slepého stfeva a tlust¢ho stfeva meétfena hladina pH piimo za pouziti
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mikroelektrod a pH/ION metru. Tenké stievo se zvazilo i s obsahem. Vzorky céka
a kolonu byly okamzit¢ pteneseny do mikrozkumavek, které byly skladovany
pii -70 °C. Vybrané Casti gastrointestindlniho traktu (slepé stfevo a tlusté stfevo)
se proplachly cistym ledoveé-chladnym fyziologickym roztokem, pak se pienesly
na filtracni papir a nakonec se zvazily. SuSina z tenkého stfeva a trdvenina céka byla
stanovena pii 105 °C po dobu 4 h. V <cerstvych vzorcich traveniny céka,
byl extrahovan ¢paveék a zadrzen v roztoku kyseliny borité. Aktivita bakteridlnich
enzymli (o- a P-glukosidasy, a- a [-galaktosidasy a P-glukuronidasy) uvolnéna
do prostfedi céka byla méfena mirou uvolnéni p- nebo o-nitrofenolu z jejich
nitrofenylglukosidii. Enzymatickd aktivita byla vyjadfena jako pmol produktu
vytvofeného za h na g traveniny. Vzorky traveniny céka byly podrobeny plynové
chromatografii (GC). Vzorky (0,2 g) byly smichany s 0,2 ml kyseliny mravenci,
ziedény deionizovanou vodou a centrifugovany pifi 7211 x g po dobu 10 min.
Supernatant byl pomoci injektoru nanesen na kapilarni kolonu (30 m x 0,53 mm).
Pocatec¢ni teplota byla 85 °C a byla zvySena na 180 °C po 8 °C/min a udrZovéna
po dobu 3 min. Teploty plamenového ionizacniho detektoru a injektoru byly
180 a 85 °C. Objem vzorku pro GC analyza byl 1 pl.

Produkty peroxidace lipidi v tkani vnitinich organt (srdce, ledviny, jatra) byly
hodnoceny pomoci reakce s kyselinou thiobarbiturovou jako TBARS. TBARS byly
stanoveny spektrofotometricky pomoci malondialdehydem stanovenou standardni

kiivkou. Vysledky byly vyjadfeny v nmol z TBARS na g tkan€ nebo ml séra [38].

Chemicka charakterizace a cytotoxicky potencial frakce bohaté

na ellagotaniny z listii Fragaria vesca

Hepatocelularni karcinom, primarni zhoubny nador jater, md velmi S$patnou
prognézu a niz§i miru preziti [39]. Kromé toho neucinnost konvencnich terapii
zdUraziiuje vyznam v objevovani novych biologicky aktivnich slouc¢enin. Nékolik studii
jasn¢ uvadi, Ze polyfenoly rostlinného pivodu, tedy ellagotaniny, maji nékolik
zdravotnich vyhod. Listy z Fragaria vesca obsahuji vysoké mnoZzstvi polyfenold,
obzvlaste ellagotaninti. Cilem této studie bylo charakterizovat frakci obohacenou

ellagotaniny (EEF) z listd Fragaria vesca a odhalit protinadorovy potencidl této frakce
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na bunky lidského hepatoceluldrniho karcinomu. Analyza EEF pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole spojené s ionizaci
elektrosprejem a tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-PDA-ESI/MSY)
umoznila etekovat 12 ellagotanintl. Zivotaschopnost bundk jak z EEF, tak z &erstvého
extraktu byla stanovena po 24 h 1écby bun¢k, také byla hodnocena polovina maximalni
inhibicni koncentrace (ICso). ICso EEF (113 pg/mL) byla asi 6-krat nizsi
nez ICso Cerstvého extraktu (690 pg/mL). Frakce obohacend ellagotaniny vyvolala
zastavu bunécéného cyklu v G2/M fazi a snizila proliferaci bun¢k v zavislosti na davce.
Tato frakce také indukovala akumulaci proteinu LC3-II prostfednictvim blokace toku
autofagi a inhibovala chymotrypsinu podobnou aktivitu 26S proteosomu. Tyto
vysledky ukézaly, Ze frakce obohacend ellagotaniny z listh Fragaria vesca inhibovala
jak autofagovou drahu, tak i systém drah ubikvitin-proteosom, coz jsou dva hlavni
intracelularni systémy degradace proteinu, které jsou cilem pro protinddorové terapie.
Navic proteomické analyza umoznila identifikaci 914 proteintl, z nichz 133 po oSetieni
bunck s EEF bylo modulovano, vétSina z nich souvisi s metabolickymi cestami. Mezi
hlavni identifikované ellagotaniny patii sanguiin H-10 isomer, isomery
kastalagin/veskalagin, isomer sanguiin H-2, isomery kasuariktin/potentillin, isomer
sanguiin H-6, agrimoniin a lambertianin. Tato studie ukazala, Ze frakce obohacena
ellagotaniny z listh Fragaria vesca snizZila proliferaci bun¢k, inhibovala proteolytické
mechanismy a modulovala metabolické drahy buniky. Navic tato studie poukazuje na to,
ze Fragaria vesca jako zdroj cennych molekul s protinddorovym potencidlem,
naznacuje, ze ellagotaniny, polyfenoly identifikované v této frakci, by mohly byt

uzite¢né pii vyvoji novych 1é¢ebnych strategii proti karcinogenezi.

Vodny alkoholovy extrakt zlisth Fragaria vesca byl pfipraven
ze suchych praskovanych listli, které byly vytfepany do dichlormethanu (2-krat).
Extrakce byla provedena ethanolem (2-krat) a 50% vodnym ethanolem (3-krat)
pfi pokojové teploté za pouziti homogenizatoru po dobu 5 min pifi 8000-9500 rpm.
Ethanol a vodny alkoholovy extrakt byly spojeny a odpafeny na rota¢ni odparce
na maly objem, a poté byly lyofilizovany. Tento extrakt byl uchovavan pii -20 °C
do doby testovani. Lyofilizovany extrakt (3 g) byl ziskdn 50% vodnym methanolem
a frakcionovan pomoci gelové chromatografie s postupnou eluci 50% (2 1) a 75%

vodného roztoku methanolu (2,5 1) a 70% vodného acetonu (1 1). Cely proces
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frakcionace byl sledovan pomoci HPLC. Strukturni identifikace polyfenoli z EEF byla
provedena pomoci HPLC-PDA-ESI/MS".

Lidska bunécna linie karcinomu jater byla kultivovana v modifikovaném médiu
obsahujicim 10 % tepelné inaktivovaného fetdlniho bovinniho séra, 100 U/ml penicilinu
a 100 pg/mL streptomycinu. Buiniky byly udrzovany pfi teplot¢ 37 °C a 5 % CO»
ve vlhkém inkubétoru.

Utinek EEF na Zivotaschopnost bunék/metabolické aktivity byl hodnocen
podle Resazurin testu. Buiiky (8 x 10* bungk) byly naneseny na 96-jamkové desticky,
v duplikatech, po dobu 12 h a nasledné byly inkubovany se sériovymi koncentracemi
EEF po dobu 24 h. Resazurin (50 uM) byl pfidan k buikdm 1 h pfed zaznamem
fluorescence. Absorbance byla zaznamenana pii 570 nm, s referen¢ni vinovou délkou
620 nm, za pouziti standardniho spektrofotometru. V tomto testu metabolicky aktivni
buiky zménily resazurin (modré barvivo) na resorufin (riizova barva), proto jejich pocet
koreluje s velikosti redukce barviva. Zivotaschopnost bunék byla hodnocena na zakladé
srovnani s neoSetfenymi builkami. Poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace (ICso)
ptedstavuje koncentraci EEF nutnou pro inhibici 50 % Zivotaschopnosti bunék a byla

stanovena pomoci nelinedrni regrese [40].

8.1.16 Rubus occidentalis

Nazev rostliny: Rubus occidentalis L. — ostruZinik ojinény
Celed: Rosaceae - riizovité
Popis: bylina

Puvod: S Amerika
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Chemopreventivni aktivita ellagotanini a jejich derivati ze semen
plodit Rubus occidentalis na linie bunék HT-29 odvozenych

od karcinomu tlustého stireva

Semena plodd z Rubus occidentalis jsou hlavnim odpadnim produktem
pii zpracovani ovoce. Tato semena jsou bohata na ellagotaniny, které jsou
v gastrointestindlnim traktu hydrolyzovany na kyselinu ellagovou, ktera je dale
metabolizovdna bakteriemi tlustého stieva na urolithin A (3,8-dihydroxy-6H-dibenzo
[b,d] pyran-6-on: UA) a urolithin B (3-hydroxy- 6H-dibenzo [b,d] pyran-6-on: UB),
které jsou biologicky dostupné v tlustém stfevé a prostaté. V této studii se hodnotily
protinadorové aktivity téchto sloucenin na HT-29 linie bun¢k odvozenych od karcinomu
tlustého stieva. ET, EA, UA a UB inhibovali proliferaci HT-29 bun¢k. EA zptisobila
mirné, ale vyznamné zastaveni bunécného cyklu v Gl fazi a urolithiny zastavily
bunéény cyklus ve fazi G2/M a zvysily expresi proteinu p21. Apoptotické buniky byly
detekovany pomoci Annexin V-FITC/PI testu, kdyz byly oSetfeny slouc¢eninami.
Naruseni mitochondridlniho membranového potencidlu a aktivace kaspas 8 a 9 ukazaly,
Zze mohou byt zapojeny jak vnéjsi, tak 1 vnitini apoptotické drahy. Aktivace kaspasy 3
a Stépeni poly (ADP-ribosa) polymerasy (PARP) potvrdily indukci apoptozy. ET, EA,
UA a UB vykazovali protinadorovou aktivitu na HT-29 linie bun€k odvozenych
od karcinomu tlustého stteva zastavenim bunécéného cyklu a indukci apoptdzy. Semena
v in vitro a in vivo studiich. Ellagotaniny nalezené v semenech plodt Rubus occidentalis
byly identifikovany jako pedunkulagin, sanguiin H6 (obr. 11), isomery sanguiinu
H10 a isomer galloyl-bis-HHDP glukosy. Tato studie naznacuje, ze semena plodi

z Rubus occidentalis by mohla byt potencidlnim zdrojem protinddorovych ellagotanind.
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Obr. 11. Sanguiin H-6

Semena plodi z Rubus occidentalis byla ziskana z vyliskii po produkci vina.
Nasledné se promyvala vodou az dokud nezmizela viditelna barva. Semena se nechala
vyschnout pfi pokojové teploté, a poté se ulozila do chladu pii -25 °C az do doby
extrakce.

Pti extrakci a purifikaci ellagotanintl ze semen plodi Rubus occidentalis dochazi
k tomu, Ze se semena rozdrti na praSek a tfikrat se extrahuji 60% methanolem. Spojeny
extrakt se zfiltruje, odpafi a lyofilizuje. Lyofilizované extrakty se vloZi do pryskyfice
a promyji se destilovanou vodou, aby se odstranily cukry a organické kyseliny.
Poté se ptfidd methanol a ziskd se frakce bohatd na polyfenoly. Methanolova frakce
se vnese do kolony a eluuje se acetonem k ziskani frakce ellagotaninti. Tato frakce
se lyofilizuje a uloZi pfi -20 °C azZ do pouziti v dal§ich experimentech.

Pro kvantifikaci mnozstvi EA v semenech se vezme 5 g praSku semen,
ktery se extrahuje 60% methanolem, vysusi se lyofilizaci. K hydrolyzaci ellagotanina
v extraktu se pouzije 0,5 ml roztoku, ktery se smisi s 7,5 ml kyseliny chlorovodikové
a zahiiva se po dobu 45 minut pfi 100 °C. Mnozstvi EA pfitomné v extraktu se zméfi
za pouziti HPLC a cely proces se tiikrat opakuje.

Cistota a struktura UA a UB byla potvrzena pomoci HPLC a 'H a '3C NMR.

54



Pro analyzu téchto sloucenin byla pouzita metoda HPLC s reverzni fazi C18, kolonou
(4 pm, 3,9 x 300 mm) a mobilni fazi 5% kyseliny mravenci a acetonitrilem. Rychlost

prittoku byla stanovena na 1 ml min™.

Lidské HT-29 linie bun¢k odvozené od karcinomu tlustého stfeva byly ziskany
z korejské bunécné linie.

Pro méfeni cytotoxicity ET, EA, UA a UB byl proveden MTT test. Absorbance
byla méfena pti 620 nm a 570 nm za pouziti ¢tecky mikrodesticek ELISA. Bunky byly
vlozeny do 6-jamkové desticky (3 x 10 bun¢k na jamku) a nechaly se vazat po dobu
24 h v5 % CO; pii 37 °C. Bunky byly osetieny testovanymi slou¢eninami po dobu
48 h a nasledné¢ byly fixovany ledové chladnym 70% ethanolem a skladovany
pfi teploté¢ 4 °C az do analyzy. Pfed analyzou byly buiiky dvakrat promyty ledové
chladnym fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem a inkubovany s RNazou A
(10 mg ml") a propidium jodidem (50 ug ml!) p¥i pokojové teploté po dobu 30 minut.
Bunééné cykly byly analyzovany pratokovym cytometrem [41].

8.1.17 Tellima grandiflora

Nazev rostliny: Tellima grandiflora (Pursh) Dougl. ex Lindl. — mitrovka velkokvéta
Celed’: Saxifragaceae - lomikamenovité
Popis: vytrvala bylina

Plvod: SZ Amerika, Evropa

Biosyntéza dimerniho ellagotaninu, kornusiinu E, z Tellima grandiflora

Prvni dikaz o in vitro syntéze dimerniho ellagotaninu byl ziskdn z bunécnych
extrakti plevele Tellima grandiflora. Casteéné purifikované enzymové extrakty z listil
této rostliny katalyzovaly oxidaci 1,2,3,4,6-pentagalloyl-B-D-glukosy na monomerni
ellagotanin, tellimagrandin II, ndsledovanou oxida¢nim spojenim dvou jednotek tohoto

meziproduktu za vzniku dimerniho derivatu, kornusiinu E (obr. 12). K identifikaci
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kornusiinu E zlistd Tellima grandiflora byly pouzity chemicka degradace,

MALDI-TOF/ MS, 'H a '3C NMR a CD spektroskopie.

aH

Obr. 12. Kornusiin E

Mladé listy (2-4 mésict staré) z rostliny Tellima grandiflora vypé&stované
ve skleniku byly promyty destilovanou vodou a okamzité byly pouzity jako zdroj
enzymu, nebo byly zmraZeny v tekutém dusiku a skladovany pii -20 °C
v evakuovanych plastovych saccich, v kterych by mohly byt uchovavany po dobu delsi
neZ 6 mésict, aniz by doslo ke zjevné ztrat€ aktivity enzymu.

Kornusiin E byl izolovan z listt Tellima grandiflora, které byly suSeny ptes noc
pii teplot¢ 30 °C, a poté byly na tfepacce extrahovany 70% vodnym acetonem
pfi pokojové teploté po dobu 3 dnii. Po odstranéni acetonu rota¢ni odparkou byla vodna
faze 5-krat promyta benzenem pii 40-60 °C a lyofilizovana. 200 mg z pevného zbytku
bylo rozpusténo v 5 ml H,O a podrobeno semi-preparativni isokratické RP-HPLC
analyze. Relevantni frakce byly zbaveny kyseliny a organického rozpoustédla rotaénim

odpatfovanim a lyofilizovany, ¢imz se ziskalo 50 mg o vice jak 95% Cistoté¢ [42].

8.1.18 Cunonia macrophylla

Nazev rostliny: Cunonia macrophylla L. — kunonie
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Celed’: Cunoniaceae - kunoniovité
Popis: ket, strom

Pivod: Nova Kaledonie, J Afrika

Bioaktivni ellagotaniny z Cunonia macrophylla, endemicka celed

Cunoniaceae z Nové Kaledonie

Tato studie se zabyvala bioaktivnimi ucinky ¢erstvého methanolového extraktu
z listh Cunonia macrophylla. Bioaktivni tfisloviny byly v této Celedi detekovany
poprvé. Ellagotaniny byly identifikovany jako Kkyselina ellagova-4-O-B-D-
xylopyranosid, mallorepanin, Kkyselina mallotusinova, korilagin, Kkyselina
chebulova, kyselina ellagova a kyselina gallova. Bylo prokazéano, ze tyto ellagotaniny
maji antimikrobidlni aktivitu, a ze inhibuji xanthinoxidasu. Byly zkoumany
antimikrobidlni U¢inky na bakteridlni lidské patogeny (Staphylococcus aureus,
Corynebacterium accolans), rostlinné patogeny (Erwinia carotovora), jakoz i1 na lidské
patogenni kvasinky (Candida albicans). Také byly hodnoceny a porovnany ihibicni
ucinky vSech molekul na xanthinoxidasu. Kyselina ellagova-4-O-B-D-xylopyranosid

vykazuje nejvyssi aktivitu a zd4 se, Ze bude vzbuzovat z4jem pro dalsi studie.

K extrakei a izolaci bylo pouzito 300 g suSenych listl z Cunonia macrophylla.
Extrahovany byly za pouziti Soxhletova pfistroje. VSechny ziskané extrakty byly
potencial. Methanolovy extrakt (50 g) byl suspendovan ve vodé a rozdélen
ethylacetdtem a n-butanolem, ¢imZ se postupné ziskalo 12,7 a 21,4 g v tomto potadi
a 15,5 g vodného roztoku. U vSech izolovanych sloucenin se métila UV spektra pomoci

detektoru diodového pole (DAD) na piistroji HPLC a 'H, 3C NMR spektra.

Antimikrobidlni aktivity byly stanoveny pomoci diskového difuzniho testu
na kmenech lidskych patogennich bakterii (Staphylococcus aureus, Corynebacterium
accolans), rostlinnych patogenti (Erwinia carotovora) a na lidskych patogennich
kvasinkach (Candida albicans). Petriho misky (primér 9 cm) s agarem byly
naockovany s24 h starymi kulturami vybranych mikrobidlnich kment. Extrakty
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nebo Cisté¢ izolované slouCeniny byly naneseny na sterilni filtraéni papir pted jeho
umisténim na povrch média. Jako negativni kontrola bylo pouzito rozpoustédlo.
Standardni disky obsahujici gentamycin sulfat (10 pg), antibiotikum se Sirokym
spektrem, byly pouzity jako pozitivni kontrola na bakterie. V ptipad¢ Candida albicans
byl jako pozitivni kontrola pouzit nystatin (20 pg). Desticky byly inkubovéany po dobu
24 h pfi teploté 37 °C pro lidské patogeny a pii teploté¢ 30 °C pro rostlinné patogeny.
Posouzeni antimikrobialni aktivity bylo zalozeno na praméru inhibi¢nich zo6n
vytvofenych kolem diskli. Byly provedeny Ctyfi nezavislé pokusy pro kazdy extrakt
na Ctyfi rizné desky pro kazdy kmen [43].
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9. DISKUZE A ZAVER

Hydrolyzovatelné ttisloviny — gallotaniny se déli do dvou skupin. Jsou to jednak
polyestery kyseliny fenolkarboxylové (gallové nebo ellagové) a sacharidi. Patii sem
gallotaniny a jejich kondenzacni produkty — ellagotaniny. Druhou skupinou jsou
nesacharidové estery fenolkarboxylovych kyselin.

Prvni skupina - estery s kyselinou gallovou, pfipadné jejimi derivaty, navazou
na 1 molekulu sacharidu rozdilny pocet molekul kyseliny gallové.
Je to napf. 1 molekula kyseliny v glukogalinu, 3 molekuly v p-hamamelitaninu,
v tiisloving Cinskych dubének je to 7 az 10 molekul kyseliny. Sacharidem byva
nejcastéji glukosa ¢i hamamelitosa. Molekuly kyseliny gallové se na sebe vazou
téZ navzajem, a to bud’ esterickou vazbou (kyselina m-digallovd) nebo C-C vazbou
(kyselina ellagova, hexahydroxydifenova) [44]. Jejich podrobné&jsi rozdé€leni je uvedeno
na zacatku diplomové prace v kapitole Ttisloviny (str. 12).

Jak uz bylo zminéno diive, ellagotaniny v gastrointestinalnim traktu podléhaji
hydrolyze za uvolnéni kyseliny ellagové, ktera je poté mikrobiotou tlustého stfeva

metabolizovéana na urolithiny (obr. 13).

0
s G kyselina ellagova urolithin A
OH
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Obr. 13. Metabolismus ellagotaninu pedunkulaginu v gastrointestinalnim traktu
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Mym cilem bylo najit literarni zdroje o vyskytu ellagotanint, jejich metabolismu
a ucincich na lidsky organismus. Spektrum rostlin obsahujicich tento typ latek je Siroké,
jak je patrné z tabulky ¢. 1 ze str. 10. Nebylo v mych sildch v ramci diplomé prace
popsat vSechny rostliny, které jsou zdrojem ellagotaninii, snazila jsem se proto vybrat
rostliny na zékladé¢ vyzmnamnych biologickych aktivit Jak je vidét, nejvice zastupct
mnou nalezenych rostlin obsahujicich ellagotaniny pochdzi z ¢eledi Lythraceae
(kyprejovité), Myrtaceae (myrtovité) a Rosaceae (riizovité).

Vétsina odbornych ¢lankt, z kterych jsem Cerpala, popisuje, ze pfijem potravy
bohaté na ellagotaniny (vlasské ofechy, granatova jablka) je zdravi prospésné a slouzi
jako prevence chronickych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni choroby,
neurodegenerativni onemocnéni a nekteré typy rakoviny (napt. rakovina Ust, plic, prsu,
jater, tlustého stfeva).

Biologicka aktivita ellagotanini se odrazi v jejich protizanétlivych,

antiaterogennich, antitrombotickych a antiangiogennich t¢incich.

Protinddorova aktivita ellagotaninii a jejich metaboliti je spojena s jejich
schopnosti vychytavat volné radikaly. Z tohoto divodu, ellagotaniny snizuji oxidacni
stres, ktery by jinak mohl vyvolat karcinogenezi a ktery je hlavni pti¢inou aterosklerozy
a kardiovaskularnich chorob. Mezi ellagotaniny s protinddorovymi vlastnostmi patfi
napf. geraniin, pedunkulagin ¢i agrimoniin [45].

U rakoviny prostaty byly prokazany antiproliferativni a proapoptotické ucinky
extraktll z Punica granatum pusobici na agresivni buiikky PC3 karcinomu prostaty [46].
Snizend exprese cyklin-dependentnich kinas 2, 4, 6 a cyklinh D1, D2 a E byly
identifikovany jako mechanismy odpovédné za tyto G€inky. Ale i napf. extrakty z list
Hibiscus sabdariffa, které obsahuji velké mnozstvi kyseliny ellagové, inhibuji rist
a vykazuji expresi molekulovych proteini bunék LNCaP prostfednictvim aktivace
mitochondrialni drahy [47]. Také bylo prokazano, ze methanolovy extrakt (70%)
z plodt Terminalia chebula inhibuje proliferaci a indukuje bunéénou smrt v PC3
bunkach rakoviny prostaty. Pfi nizkych koncentracich tento extrakt podporoval iniciaci
apoptotické bunécné smrti, zatimco u nekrozy s vysSimi davkami byl prevladajicim
typem zéanik bunék. Kyselina chebulinova, kyselina tanninova a kyselina ellagova jsou
nejsilngj$imi cytotoxickymi fenoly a pravdépodobné jsou odpovédné za protinadorovou

aktivitu extraktl z Terminalia chebula [48].
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Ellagotaniny punikalagin a kyselina ellagova z Punica granatum potlacuji
expresi cyklooxygenasy-2 (COX-2) v buikach lidského karcinomu tlusté¢ho stfeva
(HT-29) a inhibuji produkci prozanétlivych prostaglandint [49]. Dalsi studie uvadéji,
ze metabolity ellagotaninti tj. urolithiny A a C, inhibuji proliferaci bun¢k HT-29
zastavenim GO/G1 a G2/M faze a naslednou indukci apoptdzy, takze se tyto latky jevi
jako pozitivni pii 1é¢bé rakoviny tlustého stteva [50].

U rakoviny prsu ellagotaniny z Punica granatum blokuji endogenni syntézu
estrogenti inhibici aktivity aromatasy. Mezi dal$i rostliny bohaté na ellagotaniny,
které vykazuji antiproliferacni ucinky proti rakovinnym buiikam prsu patti Syzygium
cumini a Eugenia jambolana [51].

Dobrym zdrojem antioxidanti vcetné vitaminli a ellagotanini jsou zejména
bobule (napt. maliny, ostruziny, jahody). Maji totiz cytotoxické vlastnosti a vyvolavaji
apoptdzu prooxidaénim mechanismem v nadorovych buikach karcinomu dutiny ustni,
jicnu a zaludku. Lyofilizovana smés bobuli inhibuje iniciaci a progresi nadoru, reguluji
COX-2 a snizuji hladinu prostaglandinu. Pfi této terapii nddort se uplatiiuji predevsim
rostliny z ¢eledi Myrtaceae a Elacagnaceae [52].

U hlavnich slozek z Paeonia suffruticosa a Rhus chinensis bylo prokazano,
ze vykazuji in vitro antiproliferacni aktivity na lidském hepatocelularnim karcinomu.
Ristovy inhibi¢ni Gc¢inek byl spojen se schopnosti vyvolat zastavu GO/G1 faze [53].
Rist bun¢k hepatocelularniho karcinomu byl inhibovéan intraperitonedlnim podanim
korilaginu z Phyllanthus wurinaria, proliferaci bun€k inhiboval thonningianin A
z Thonningia sanguinea [54].

Extrakt z Phyllanthus watsonii vyvolal apoptézu v transformovanych buiikdch
karcinomu délozniho ¢&ipku. Malinové extrakty bohaté na ellagotaniny inhibuji
proliferaci bun€¢k rakoviny dé€lozniho Cipku (HelLa) v zévislosti na déavce [55].
Kamelliin B izolovany z rostliny Gordonia axillaris je dalSim piikladem latky, ktery
je uzitecny pii 1écbé rakoviny de€lozniho ¢ipku. Kamelliin B totiz inhibuje rast HelLa
bun¢k a indukuje kondenzaci chromatinu, coZz je charakteristicky znak apoptozy.
Extrakty z vlas$skych ofechli bohaté na tellimagrandin I a II maji cytotoxické tcinky.
Takeé bylo prokdzano, ze kyselina ellagova indukuje zastavu G1 faze [56].

U rakoviny plic bylo prokazano, Ze extrakty z Punica granatum, Syzygium
cumini a kasuarinin z klUry Terminalia arjuna vykazuji antiproliferacni

a chemopreventivni GCinky. Také punikalagin a kyselina ellagovda vykazuji
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antimutagenni uCinky, které tak =zabranuji tvorbé DNA addukti indukovanych
benzo[a]pyrenem [57, 58].

Dlouhodobé vystavovani pokozky UV zafeni je kauzalné spojeno s nékolika
patologickymi stavy. Extrakt z Punica granatum, ktery obsahuje velmi vysoké mnozstvi
elagotaninti, vykazuje vyznamny ochranny ucinek proti UV zéafeni a patologickym
disledkim. Peroraln¢ podavany extrakt z Punica granatum obsahujici 90 % kyseliny
ellagové, diky své antioxidacni aktivit¢ inhibuje pigmentaci kize indukovanou
vystavenim UV zéfeni. Tento extrakt snizil proliferaci melanocytii a syntézu melaninu
prostfednictvim inhibice aktivity tyrosinasy [59, 60].

Zaverem k tomuto shrnuti o vyuziti ellagotaninti pii 1é¢bé riznych typt rakoviny

lze konstatovat, Ze nejcastéji citovanou rostlinnou je Punica granatum.

Na rozdil od Siroce piijimaného nazoru, ze ellagotaniny, podobné¢ jako ostatni
obsahov¢ latky rostlin maji chemopreventivni u€inky existuji i studie, které tvrdi opak.
Taniny mohou byt totiz toxické pro buiiky a tkané kviili jejich schopnosti precipitovat
bilkoviny, inhibovat enzymy a kviili jejich vazebnim vlastnostem s mineréaly. Dale bylo
zjisténo, zZe vodno-ethanolovy extrakt z Punica granatum vykazuje mutagenni
a genotoxicke ucinky [61].

V jiné studii bylo uvedeno, Ze ellagotaniny plisobi jako inhibitory a-glukosidasy,
a proto jsou navrzeny jako adjuvantni Cinidla pfi lécbé DM typu 2. S tim souvisi,
ze konzumace jakéhokoliv inhibitoru a-glukosidasy miize za normdlnich okolnosti
zpusobit gastrointestinalni potize, plynatost a prijmy [62, 63]. Nicméné podle mnoha
dal§ich studii, neexistuje Zadnd zprava o takovychto vedlejSich ucincich,

které jsou kauzalné€ spojeny s konzumaci potravin bohatych na ellagotaniny [60].

Nelze opomenout skutec¢nost, ze v nekterych ptipadech je ucinnéjsi celkovy
extrakt nez cCista latka. Jedno zdivodnéni lze nalézt napt. v ¢lanku autora Schepetkina
a dalsich spoluautori.

Oenothein B je hlavni slozkou extraktl z Epilobium a miZze byt pfitomen
v koncentracich vysSich jak 14 % (9 puM na 100 pg/ml extraktu), ackoli tyto
koncentrace se mezi druhy li§i. Napt. u Epilobium angustifolium je koncentrace
oenotheinu B 4,5 %. Zatim ale nebylo stanoveno, zda se tyto koncentrace 1i$i v riiznych

oblastech svéta nebo mezi rlznymi Sarzemi rostlin. Pomoci rlznych testl
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(napf. na mySich bunkach, ale i lidskych neutrofilech atd.) bylo zji§téno, Ze extrakty
z Epilobium angustifolium indukuji intracelularni tok vapenatych iontl, produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS), chemotaxi a produkci cytokini v kvalitativné
podobnych vzorcich jako purifikovany oenothein B, coz podporuje zavér, ze oenothein
B je skute¢né aktivni slozkou téchto extraktl. Divody diskutovaného rozdilu jsou
nejasné, avSak toto pozorovani je podpofeno studiemi od Kisse a kolektivu,
kteii prokazali, ze extrakt z Epilobium angustifolium je ptiblizn¢ 10-nasobné G¢innéjsi
nez Cisty oenothein B pii indukci neutrdlni endopeptidasové aktivity v bunkach
rakoviny prostaty. Jednou z moznosti je, ze dalsi slozky v extraktu mohou pfispét
ke zvyseni biologické dostupnosti nebo stability oenotheinu B. Naptiklad rozpustnost
aktivni slozky v Cerstvém extraktu mize byt ¢asto snizena, kdyz je slozka purifikovéna.
Je také mozné, Ze né&které reaktivni skupiny se béhem purifikace méni a tim ovliviiuji

aktivitu. Tyto otazky jsou vSak v soucasné dob¢ predmétem vyzkumu [64].

Malo probadand je doposud antimykobakteridlni aktivita ellagotanind. Na jeden
zajimavy ¢lanek od autor Fyhrquista a Laaksa jsem pfi feSersi narazila a doplnila bych
tuto aktivitu jako dalsi, ktera byla u téchto latek prokazana.

Z péti druht dievin Terminalia nasbiranych v Tanzanii bylo hodnoceno deset
Cerstvych extrakti a jejich frakci na antimykobakteridlni uUCinky za pouziti
Mycobacterium smegmatis ATCC 14468 jako modelového organismu. Hodnotili
se antimykobakteridlni UCinky z extraktl kotfene a kmenové kiry Terminalia
sambesiaca a Terminalia kaiserana, z extraktQ plodd Terminalia stenostachya
a z extraktd listh Terminalia spinosa. T. sambesiaca dosahla nejlepSich Ucinkd,
co se tykalo methanolového extraktu, kde byl stanoven nejvyssi obsah ellagotanint
a glykosidi kyseliny ellagové. Extrakty z kofenl 7. sambesiaca jsou bohaté
na ellagotaniny a glykosidy kyseliny ellagové. Na rozdil od polarnéjSich frakei,
chloroformovy rozpustny podil kotenti 7. sambesiaca byl zbaven antimykobakterialni
aktivity. Také Cerstvé methanolové a vodné extrakty z kmenové kiry 7. sambesiaca
mély dobré antimykobakterialni i¢inky (MIC = 1250 pg/ml). Dalsi G€inné byly extrakty
zkotent T. kaiserana, Terminalia sericea, zplodid 1 listi 7. stenostachya. Tyto
vysledky poukazuji na vyuziti tekutych odvarti kotentt 7. kaiserana pro 1ébu kasle,

coz je jeden z ptiznakl tuberkulézy (TBC).
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Standardizované extrakty z kotenl 7. sambesiaca, T. kaiserana a T. sericea
by mohly byt pouzity jako snadno dostupna a levnd IéCiva pro 1é¢bu TBC
ve vzdalenych oblastech vychodni a jizni Afriky [65].

Na zavér bych chtéla podotknout, Ze je tieba dalSich studii, jelikoz souCasny
vyzkum v oblasti protinddorové, antiradikdlové a antimykotické aktivity ellagotaninti
je nedostatecny. Sice védecké zpravy ukazuji na vzdjemny vztah mezi konzumaci
potravin bohatych na ellagotaniny a inhibici vzniku néadorového onemocnéni,
ale mechanismus tohoto procesu neni dosud dostatecné objasnén.

V soucasné dobé ale existuje jiz celd fada komeréné dostupnych extraktl
z 1é¢ivych rostlin, které obsahuji kyselinu ellagovou nebo ellagotaniny (napt. extrakt

z Punica granatum) a jsou tak k dispozici pro preventivni opatieni.
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10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

I = korelac¢ni koeficient

ABTS = 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina
AP = B-amyloid

Al = aterogenni index

CAM = chorioalantoidni membrana

CGRP = peptid ptibuzny genu kalcitoninu
COX = cyklooxygenasa

CPA = cyklofosfamid

DAD, PDA = detektory s diodovym polem
DHHDP = kyselina dehydrohexahydroxydifenova
DM = diabetes mellitus

DMSO = dimethylsulfoxid

DPPH = 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl

EA = kyselina ellagova

ECso0 = 50% u¢inna koncentrace

ECD = detektor elektronového zachytu

ECF = frakce z Eucalyptus citriodora

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova
EEF = frakce obohacena ellagotaniny

EF = vodna extrakce

ELISA = enzymové imunoanalyza na pevné fazi
EP = acetonova extrakce
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ESI = ionizace elektrosprejem

ET = ellagotaniny

EtOAc = ethylacetat

EtOH = ethanol

FD = fluorescenc¢ni detektor

FOS = fruktooligosacharidy

GC = plynova chromatografie

GSH = glutathion

H20 = voda

HbA . = glykovany hemoglobin

HCI = kyselina chlorovodikova

HDL = lipoprotein o vysoké hustoté
HHDP = kyselina hexahydroxydifenova
HPLC = vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC-DAD-ESI-MS = vysokoucinna kapalinovda chromatografie s detektorem

diodového pole spojenad s ionizaci elektrosprejem a hmotnostni spektrometrii
HRESI = elektrosprej s vysokym rozliSenim

HT-29 = linie bun€k odvozenych od karcinomu tlustého stieva

CHCI3 = chloroform

i. p. = intraperitoneélni

ICso = 50% inhibi¢ni koncentrace

IC = infradervena spektroskopie

IL = interleukin
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LNCaP = na androgen senzitivni buiiky adenokarcinomu prostaty
LO = lipoxygenasa

MALDI = desorpce laserem za uCasti matrice

MDA = malondialdehyd

MeOH = methanol

MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace

MN = mikrojadra

MS/MS = tandemova hmotnostni spektrometrie

MTT = 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
NMR = nuklearni magneticka rezonance

NO = oxid dusnaty

ORAC = absorp¢ni kapacita kyslikovych radikalt

p21 = protein

PARP = poly (ADP-ribosa) polymerasy

PC12 = feochromocytarni buniky krysi diené nadledvin

PC3 = buiiky adenokarcinomu prostaty

ROS = reaktivni formy kysliku

RP-HPLC = vysokouc¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
rpm = otacky za minutu

SOD = superoxiddismutasa

TBARS = reaktivni latky s kyselinou thiobarbiturovou

TBC = tuberkul6za

TC = celkovy cholesterol
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TG = triacylglycerol

TLC = tenkovrstva chromatografie
TLR = Toll-like receptoru

TNF-a = tumor nekrotizujici faktor
TOF = analyzator doby letu

UA = urolithin A

UDP = uridindifosfat

UV/VIS = ultrafialova/viditelna oblast
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