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1 Uvod

1.1 Oxidacni stres

ROS (reaktivni formy kysliku) a RNS (reaktivni formy dusiku) hraji v
biologickych systémech dvoji roli. Maji dulezitou funkci v signalnim systému
bunky, brani organismus pied infek¢nim agens a nuti buriku k mitogenni aktivité.
Na druhé strané vsak, jsou-li ve vysoké koncentraci, maji funkci mediatoru
bunécného zaniku. Nici lipidy, membrany, proteiny a nukleové kyseliny. Tento stav

je oznac€ovan jako oxidacni stres (1).

Vigviv s

Tab. €.1: Nejdalezitéjsi formy ROS a RNS

REAKTIVNi FORMY KYSLIKU

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi
Superoxid Oy’ Peroxid vodiku H,0,
Hydroxylovy radikal HO' Kyselina chlorna HOCI
Peroxyl ROO’ Ozon O3
Alkoxyl RO’

Hydroperoxyl HO,'

REAKTIVNi FORMY DUSIKU

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi
Oxid dusnaty NO' Nitrosyl NO*
Oxid dusicity NO;’ Nitroxid NO

Kyselina dusita HNO;
Oxid dusity N,O3
Oxid dusicity N2O4

Nitronium NO,"

Peroxinitrit ONOO
Alkylperoxinitrit ROONO




ROS a RNS jsou generovany béhem ozareni UV svétlem, rentgenovymi
paprsky a gamma paprsky. Déle jsou produkovany pfi reakci katalyzovanou
kovem, jsou produkovany neutrofily a makrofagy béhem zanétu a jsou vysledkem

¢innosti mitochondrii a dalSich mechanismu (2).

Oxidaéni stres ma za nasledek rozvoj vékem podminénych nemoci, jako je
rakovina, ateroskleroza, arthritida, neurodegenerativni nemoci (Alzheimerova a
Parkinsonova nemoc), ale i diabetes mellitus, popfipadé renalni onemocnéni.

Také urychluje proces starnuti (3,4).

1.2 Zdroje areakce ROS a RNS

1.2.1 Zdroje ROS

Volné radikaly mohou byt definovany jako molekularni fragmenty obsahuijici
jeden nebo vice neparovych elektronl. Radikaly se snazi doplnit si parovy
elektron a tak jsou schopneé rychle se navazat na jinou strukturu nebo elektron
predat jiné molekule nebo ji ho odejmout. Pokud radikal reaguje s “normalni*
molekulou, nutné ji zméni na radikal a radikalova reakce se tim propaguje do okoli
(5, 6).

NejvykonnéjSim producentem reaktivnich metabolitd kysliku v bufkach jsou
membranoveé vazané enzymy, zejmeéna ty, jejichz koenzymy jsou schopné
redukovat dioxygen pouze jedinym elektronem za vzniku superoxidu. Jsou to
hlavné koenzymy s chinoidni nebo flavinovou strukturou, hemové koenzymy a

enzymy s médi v aktivnim centru (6).

ROS je produktem jak endogennich, tak exogennich zdroja. Mezi endogenni
zdroje patfi mitochondrie, cytochrom P 450 nachazejici se v endoplazmatickém
retikulu, aktivace zanétlivych bunék, oxidazy (napfiklad xantinoxidasa),

peroxisomy a dalsi.

Mitochondrie jsou hlavnim zdrojem volnych radikall (primarné se zde tvofi
superoxidovy radikal, sekundarné potom peroxid vodiku), ale zaroven produkuji
antioxidanty, napfiklad GSH (glutathion) a enzymy, jako jsou superoxid dismutasa
(SOD, viz dale) a glutathion peroxidasa. Enzymy jsou pfitomné na obou stranach

mitochondrialni membrany a zabranuji oxidacnimu stresu (5).



Vedle mitochondrii je dalSim buné&nym zdrojem superoxidového radikalu
napfiklad xantinoxidaza (XO). Je to univerzalni enzym, je pfitomen ve vSech
organismech a obsazen v riznych tkanich. Xantinoxidaza je dulezity zdroj
kyslikovych volnych radikall. Patfi do skupiny enzymu znamych jako molybden
Zelezo - sira flavin hydroxylaza a katalyzuje hydroxylaci purind, tedy pfeménu
hypoxantinu na xantin a dale na kyselinu moc€ovou (viz reakce). V obou krocich je
molekularni kyslik redukovan, v prvnim kroku se tvofi superoxidovy anion a ve

druhém peroxid vodiku.

Dal$im endogennim zdrojem reaktivniho kysliku jsou neutrofily, eosinofily a
makrofagy. Aktivaci makrofagu je spusténo zpétné vychytavani kysliku a vznik
superoxidového radikalu, oxidu dusnatého a peroxidu vodiku.

Také cytochrom P450 byl zafazen mezi zdroje peroxidoveého radikalu.

Mikrozomy a peroxizomy jsou dal$im zdrojem ROS. Mikrozomy jsou
zodpovédné za 80 % H,0, produkované in vivo. Peroxizomy za fyziologickych

podminek produkuji H,O, , ale ne superoxidovy radikal (5).

Reaktivni kyslikovy radikal mdze byt produkovan také exogennimi procesy.
Vlivy prostfedi, jako napfiklad negenotoxické kancerogeny, xenobiotika, popfipadé
slouCeniny chloru, kovové ionty, barbituraty a také zareni podnécuji vznik

reaktivniho kysliku v burice (7).

1.2.2 Chemie a biochemie ROS

Pfijetim jednoho elektronu se molekula kysliku redukuje na monoradikal

superoxid:
O,+e — 0,
a dalSi elektron redukuje superoxid na peroxid vodiku:
0, +e + 2H" - H,0,

Je —li k dispozici dalSi elektron, dvouatomova molekula peroxidu vodiku se

rozpadne na vodu a hydroxylovy radikal HO®

H202 + & — OH + HO'



Posledni elektron redukuje hydroxylovy radikal na dal§i molekulu vody, resp.

hydroxylovy anion:
HO +e — OH
Superoxid
Superoxidovy radikal, ktery vznika at uz metabolickymi pochody nebo jako

nasledek kyslikové aktivace fyzikalnim zafenim, je povazovan za primarni ROS.

Reaguje- li s dalSimi molekulami, vytvafi sekundarni ROS.

Superoxidovy radikal je spotfebovan podle nasledujicich reakci:
0, +SOD + 2 H" — Oy + SODyeq
SODyeg + 02" + 2 H" — SOD + H,0,

Peroxid vodiku

Peroxid vodiku neni radikalem, avdak do skupiny ROS urcité patfi, nebot se
ucastni vzniku radikald.

Velké mnozstvi hydroxylového radikalu generovaného in vivo pochazi z kovem
katalyzovaného rozkladu peroxidu vodiku.

Prvnim krokem vSak je redukce Zeleza superoxidem (ve formé hydroperoxylu),

teprve nasledné se redukuje peroxid vodiku.
HO, + Fe**— O, + Fe® + H*

M™(=Cu", Fe?, Ti¥", Co?") + H,0, —» M™V*(—cu?*, Fe®", Ti*,
Co®) + *OH + OH~

Kde M™ je atom Zeleza, mé&di, chromu, kobaltu a jinych dal$ich kovu (5).
Druha reakce se nazyva Fentonova. Zeleznaty ion v reakci s peroxidem vodiku
generuje hydroxylovy radikal, ktery nasledné oxiduje okolni biomolekuly.

Fentonova reakce je dulezitym generatorem ROS (3,5).
Hydroperoxyl
Typicky radikal, ktery mize vzniknout v zivém systému je peroxidovy radikal

(RO3) (5). Nejjednodudsim peroxidovym radikalem je dioxyl (hydroperoxyl) radikal,

ktery funguje jako kyselina, odevzdava vodik a stava se z néj superoxidovy radikal
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O," . Chemie tohoto typu molekuly zavisi na navazané skupiné (R), mistnim

prostfedi a koncentraci kysliku, popfipadé jinych reaktantt (7).

Kyselina chlorna

Kyselinu chlornou (HCIO) syntetizuji neutrofilni granulocyty pomoci své

myeloperoxidazy:
H.O, + CI" + H"— HCIO + H,0

Kyselina chlorna je silny oxidant. Neutrofilni granulocyty ho pouZivaji spolu
s dalsimi ROS a RNS jako baktericidni prostfedek (6).

1.2.3 Chemie a biochemie RNS

Radikal oxidu dusnatého (NO-) je dlleZitou signalni molekulou ve velké fadé
fyziologickych procesu, v€etné neurotransmise, regulace krevniho tlaku,
obrannych mechanismech, relaxace hladkého svalstva a regulace imunitniho
systému (5). Tato mala molekula obsahuje jeden nesparovany elektron. NO- je
generovan v biologickych tkanich specifickou syntazou oxidu dusnatého (NOS),
ktera metabolizuje arginin na citrulin a vznika radikal NO« . Nadprodukce
reaktivniho dusikatého radikalu se nazyva dusikaty stres (8). Ten muze vést
k nitrosylacnim reakcim, které méni struktury proteint a inhibuji jejich funkce. Oxid
dusnaty a jeho metabolity jsou za urcitych okolnosti prudce jedovatymi latkami (6).

ZvIast nebezpecny je NO- radikal béhem zanétlivé reakce, kdy bunky
imunitniho systému produkuji jak NOe, tak superoxidovy anion. Za téchto
podminek reaguji tyto dva radikaly spolu a vytvari se peroxynitratovy anion
(ONOO_), ktery ma mnohem vysSi oxidacni aktivitu. Ni¢i pak DNA a oxiduje okolni

lipidy.

NO- + O,» — ONOO"



2 Cil prace

Cilem mé prace bylo sledovani schopnosti extraktl flavonoidnich drog zhaset
superoxidovy radikal. Testovany byly drogy Betulae folium a Crataegi folium cum

flore.



3 Teoreticka cast

3.1 Superoxid

3.1.1 Definice, vznik

Superoxidovy radikal je povazovan za primarni reaktivni formu kysliku. Vznika

z molekuly kysliku pfijetim jednoho elektronu.

Zdrojem superoxidového radikalu v bunce je respiraCni fetézec mitochondrii,
cytochrom P — 450 v endoplazmatickém retikulu a NADPH — oxidaza
v leukocytech a makrofazich. Malé mnozstvi superoxidu se tvofi pfi nahodné
oxidaci hemoglobinu na methemoglobin. V tomto pfipadé molekula O, odebere z
Fe?* elektron, oxiduje ho na Fe** a kyslik se pfitom redukuje na superoxid. Proto
je velka Cast metabolického usili erytrocytu zaméfena na ochranu proti oxidaci
vlastnich struktur (5, 6).

3.1.2 Vyznam v organismu

Neutrofilni leukocyty a makrofagy pouzivaji reaktivni formy kysliku
k odstranovani zbytk( mrtvych bunék a k zabijeni bakterii. Jejich plazmaticka
membrana je vybavena enzymovym komplexem NADPH — oxidazou. Tento
komplex se po pohiceni cizi ¢astice aktivuje a redukuje molekulu kysliku na
superoxid. Takto aktivované buriky zvySi spotfebu kysliku (respiraéni vzplanuti),
nikoliv vSak €innosti mitochondrii. Vznikajici superoxid se okamzité méni na
peroxid vodiku, ten pak v kyselém prostfedi a za pfitomnosti Zeleza podléha

Fentonové reakci za vzniku hydroxyloveho radikalu.

Uginkem cytokind, mikrob(i a mikrobnich produktd je v makrofazich a
neutrofilech stimulovana syntéza oxidu dusnatého, ktera ve svém okoli
mnohonasobné zvySuje koncentraci NOe. Ten pak nestaci byt odstranén difuzi do
krve a navic ve stejné lokalité vznika superoxid, takze s nim reaguje na
peroxynitrit, ktery slouzi k oxidaci a nitraci cizorodych struktur a za urcitych
podminek i vlastnich struktur. Zvlasté citlivé jsou paraziti, viry, houby a nékteré
nadoroveé buriky (6).

Byl zkouman také ucinek superoxidu jako signalni molekuly. Faktor TNFa byl

objeven jako molekula podilejici se na destrukci nadorl a pak se ukazal jako



vyznamny regulator zanétu. Kdyz se navaze na pfislusny receptor, v bunce se
spusti tvorba ROS. Potencialnim zdrojem ROS muze byt aktivace 5 -
lipoxygenazy, tvorba lipidovych hydroperoxidu, ale i tvorba superoxidu

v mitochondriich. Reaktivni formy kysliku pak aktivuji nékteré proteinkinazy, které
se ucastni Casnych fazi aktivace NF — kB, ten fidi syntézu regulacnich proteinu

zanétu (6).

3.1.3 Vyznam superoxidu v tkanovém poskozeni

Reaktivnimi formami kysliku (superoxid) mize byt atakovana vétsina

biomolekul a enzymovych komplexu.

Peroxidace lipidu:

Superoxid (ve formé hydroperoxylového radikalu) vytrhne atom vodiku
z nenasycenych mastnych kyselin a vznika alkylperoxylovy radikal (LOO".Ten
poté vytrhne elektron z mastné kyseliny sousedniho lipidu, ktera se stava novym
radikalem a radikalova reakce v lipidech se tak propaguje. V pfitomnosti
trojmocného Zeleza vyznamné stimuluje peroxidaci lipida, a proto je dulezité, aby
organismus separoval katalyticky aktivni Zeleto a méd do forem (feritin, transferin),

ze kterych nemohou vstoupit do Fentonovy reakce (viz dfive).

Poskozeni proteinu:

Reaktivni kyslikové formy mohou bezprostfedné oxidovat aminokyselinové

zbytky a proteiny tak ztraci svou enzymovou, signalni a transportni funkci.

Poskozeni DNA:

Reaktivni formy kysliku atakuji nukleové kyseliny a modifikuji je na
nepfirozené derivaty, napfiklad 5 — hydroxymetyluracil, 8 — hydroxyguanin a
thyminglykol, ty pak zavedou chybu pfi replikaci DNA (mutace) nebo vznikaji
zlomy DNA (6).

3.1.4 Antioxidaéni obranné mechanismy

Bunky maji vlastni obranny mechanismus a tim jsou enzymy, napfiklad
superoxid dismutasa (SOD), gluthation peroxidasa, gluthationtransferasa a

katalasa (9).



K neenzymatickym obrannym mechanismdm patfi nizkomolekularni télu
vlastni antioxidanty: thilové antioxidanty (glutathion, lipoova kyselina), ubichinon /

ubichinol (koenzym Q 10), melatonin, kyselina moc€ova a bilirubin.

DalSimi antioxidanty jsou vitamin C (askorbat), vitamin E (alfa — tokoferol),

karotenoidy, B — karoten, vitamin A, flavonoidy, a dalsi (10, 6).

3.1.4.1 Enzymatické antioxidanty

Superoxidova dismutasa (SOD)

Superoxidova dismutasa je jednim z nejefektivnéjSich intracelularnich
enzymatickych antioxidantu. Existuje v nékolika isoformach, liSicich se centralnim
iontem, substituenty, poctem podjednotek, kofaktory a dalSimi znaky. V lidském
organismu se vyskytuji 3 formy SOD: cytosolova Cu, Zn — SOD, mitochondrialni
Mn — SOD a extracelularni SOD (11).

Superoxidova dismutasa je enzym, ktery katalyzuje dismutaci O,

(superoxidoveého radikalu) na O, a méné reaktivni H,O,, viz reakce.
SOD nic€i Oz s vysokou ucinnosti (9).

Cytosolova Cu, Zn — SOD je enzym s molekulovou hmotnosti okolo 32 kDa.

Sklada se ze dvou identickych podjednotek (homodimer), v kazdé podjednotce je
jeden atom médi a jeden atom zinku. Je to velmi stabilni enzym, ktery katalyzuje
pfi pH v rozmezi 4,5 — 9,5. Vyskytuje se v cytosolu a v mezimembranovém
prostoru mitochondrii. Katalyzuje pfeménu superoxidoveho aniontu na kyslik a
vodu. Pfenos elektronu z jedné molekuly superoxidu na druhou obstarava atom
médi. Cu (1) se redukuje na Cu (l) a pak se znovu oxiduje. Atom Zn (lI) ma

stabiliza¢ni funkci, katalyzy se neucastni (9, 6).

Mitochondrialni Mn — SOD je homotetramer, ktery obsahuje jeden manganovy

atom na jednu podjednotku. Centralni ion tohoto enzymu se redukuje z Mn (lll) na
Mn (II) a pak zpét na Mn (lll) béhem dvou krokl pfemény superoxidu (9).

Extracelularni superoxidova dismutasa (EC — SOD) je tetramer, glykoprotein,

ktery obsahuje atom médi a atom zinku. Katalyzu zajiStuje atom médi a atom
zinku ma stabilizaéni funkci. Ma vysokou afinitu k glykosaminoglykanum, napfiklad

k heparinu a heparinsulfatu (9, 6)



3.1.4.2 Neenzymatické antioxidanty
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Vitamin C (kyselina askorbova) je velmi dulezity a silny antioxidant, ktery se
nachazi ve vodném prostredi lidského téla. Je pfitomen v plicich a v o¢ni Cocce.
Vitamin C kooperuje s Vitaminem E na regeneraci a- tokoferolu z a -

tokoferolového radikalu v membranach a lipoproteinech (5).

Kyselina askorbova ma dvé ionizovatelné hydroxylové skupiny, je proto
dikyselinou (AscH,). Za fyziologického pH je Vitamin C z 99,9 % pfitomny jako
AscH™ a velmi malé mnozZstvi je ve tvaru AscH, (0.05%) a Asc?™ (0.004%).
Antioxidantem je ve tvaru AscH . AscH je donorem elektronu, popfipadé protonu
a stava se z néj resonanc¢né stabilni volny radikal (AscHe a Asce ). Hladina tohoto
radikalu je velmi dobfe méfitelna a ukazuje na stupen oxidacniho stresu

v biologickych systémech.

Je znamo, ze Vitamin C brani biologické membrany proti oxidaci. Zatimco
vysoka hladina Vitaminu C neni na zavadu, nebot télo prebytek vylou€i moci,
nizka koncentrace v séru, hlavné u predisponovanych osob, muze zvysit riziko
gastrické metaplasie a chronické gastritidy. Pozitivni vliv Vitaminu C spociva
v snizeni vyskytu zaludeCniho tumoru. Toto se déje skrze pferusSeni reakce mezi
nitratovymi a amino skupinami. Bylo dokazano, ze Vitamin C chrani i

pfed plicnim a kolorektalnim tumorem (12).

Vitamin E

antioxidacni latkou membran, protoze jeho izoprenova struktura je lipofilni. Pfi
peroxidaci lipidl preménuje alkylperoxylové radikaly LOO" na hydroperoxidy.
Zneskodni tak peroxylove radikaly mastnych kyselin dfive, nez mohou napadnout

sousedni lipidy. a — tokoferol se pfitom méni na tokoferolovy radikal (6).

-10 -



3.2 Metody stanoveni zhaseni superoxidu

3.2.1 Metoda, pfi niz je superoxid generovan bez pouziti enzymi

Superoxidovy radikal je generovan systémem NADH / PMS

(nikotinamiddinukleotid a 5 — methylfenazanium — methyl — sulfat) podle reakce:
NADH + H® + PMS — NAD* + PMSH ,
PMSH, + 20, — PMS + 20, + 2H"

Po redukci PMS zpusobené NADH, redukovany PMS reaguje s kyslikem a

dochazi k tvorbé superoxidu Oy .

Superoxidovy radikal redukuje NBT na formazan, modrou slouceninu, ktera
vykazuje maximum pfi vinové délce 560 nm.

Reakce probiha pfi pH 7,4 (fosfatovy pufr).

Molekula, ktera je schopna zhaset superoxidovy radikal zpUsobi snizeni
rychlosti redukce NBT.

3.2.2 Metoda, pfi niz je superoxid generovan enzymaticky

Superoxidovy radikal se tvofi pfi reakci xantinoxidazy (XO) s xantinem (nebo
hypoxantinem). Xantinoxidaza katalyzuje oxidaci xantinu na kyselinu moc¢ovou,
pricemz se tvofi superoxidovy radikal. Ten nasledné redukuje NBT na formazan,

vykazujici maximum pfi vinové délce 560 nm (3).

0 0
H
HN N N N\
k\ ‘ N/> )\J&N>
N 0] N
+ 0O, + HO + H,0,
hypoxantin xantin
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Q o)
N “\ X0 N "
0 N N N N 0

+ O, + H,0O + Oy + 2H"

xantin kyselina mocCova

3.2.3 Metoda, pfri niz je superoxid generovan radiolyzou vody

Roztok se velmi kratce vystavi ionizaénimu zafeni a zmény zkoumané latky
(S8tépy a jejich reakce) se pozoruji spektroskopicky, luminiscentné, polarograficky

nebo magnetickou rezonanci (6).

3.2.4 Moznosti detekce superoxidového radikalu

Superoxidovy radikal Ize detekovat témito zplasoby:
Reakci s NBT
Reakci s cytochromem ¢
Reakci s DMPO (2,2 — dimetyl — 2H — pyrol — 1 — oxid)
Reakci s BMPO (5 — terc — butoxykarbonyl — 5 — metyl — 1 — pyrrolin — N — oxid)
Reakci s luminolem
Reakci s adrenalinem
Reakci s akonitazou

Reakci s hydroethydinem

3.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou derivaty benzo — y — pyranu. Jsou vSudypfitomné ve
fotosyntetizujicich burikach, vyskytuji se jako aglykony i glykosidy. V zavislosti na
stupni oxidace pyranového kruhu se déli do nékolika skupin flavonoidl a latek
pfibuznych: flavony, flavonoly, flavanony, isoflavony, flavany, flavanoly a
anthokyany. Kruh muze byt otevien, pak se nazyvaji chalkony, nebo se muze

zacyklit a vytvofit furanovy kruh a nazyvaji se aurony. Hodné rozSifené jsou
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polyfenolické bioflavonoidy, znamé jako proanthocyanidiny. Skladaji se z vice nez

17 flavanolovych jednotek a jsou bezbarvé (13).

Zakladni struktury flavonoidu

flavan isoflavan

R,
| O O | L
OH
0 0
flavanone flavone flavonol
® ® “‘
o) O
@ g )
‘ OH OH
OH
OH 0
flavan-3-ol flavan-3,4-diol dihydroflavonol

+
o
O )
HO OH
# on OMHQH

anthocyanidin anthocyanin

3.3.1 Strukturalni znaky a antioxida€ni aktivita

Flavonoidy jsou syntetizovany z tetrahydrochalkonu, které vzniknou ze 3
acetatovych jednotek, a z hydroxyskoficove kyseliny.
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Flavonoidy se liSi zejména nasycenosti nebo nenasycenosti pyranového
kruhu, po¢tem a pozici hydroxylovych skupin a stupném metylace popfripadé
glykosylace, ktera ovliviiuje nékteré vlastnosti flavonoidu, zejména jejich

rozpustnost (14).

Strukturalni usporadani predurcuje antioxidacni aktivitu 4 — oxo — flavonoidu:

1. o - dihydroxy substituce kruhu B, ktera je hlavnim cilem oxida¢niho ataku,

a ktera se udastni na delokalizaci elektron(

2. 2 -3 dvojna vazba, konjugovana s 4 — keto skupinou, je zodpovédna za

delokalizaci elektronu a stabilizuje radikal

3. hydroxylové skupiny na uhliku 3 a 5, které jsou zapojené do antiradikalové
aktivity (5,14,15).
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Tab.€.2 Vyznamné flavonoidy s pfedpoklady pro antioxidacni aktivitu

obsazené v drogach Betulae folium a Crataegi folium cum flore

3 5 6 7 8 3 4’ 5
kvercetin |OH OH H OH H OH OH
myricetin |OH OH H OH H OH OH OH
kempferol |OH OH H OH H H OH H
kvercitrin | O - rha H OH OH H OH H OH
rutin O -rha-glc |OH H OH H OH OH H
hyperosid | O - gal OH H OH H OH OH H
vitexin H OH H OH glc H OH H

Hydroxylové skupiny

Uspofadani a celkovy pocet hydroxylovych skupin pfedurcuje antioxidacni

aktivitu. Volné radikaly reaguji s OH skupinami podle nasledujiciho schématu:
Ph-OH + ROO" — ROOH + PhO

OH skupiny na B kruhu jsou rozhodujicimi Ciniteli ve vychytavani ROS a RNS.
Jsou donory vodiku a elektront, akceptory pak jsou hydroxylovy, peroxidovy a
peroxynitritovy radikal. Pfijetim vodiku se volné radikaly stabilizuji a vznikly
fenoxylovy radikal je téz stabilni (5, 16).

Substituce 3°4°- dihydroxy vyrazné snizuje peroxidaci lipidl. Toto usporadani
je charakteristické pro nejsilnéjsi vychytavace peroxylu, superoxidu a
peroxynitritového radikalu. Napfiklad kvercetin (3,5,7,3°,4"- OH) nebo hyperosid
(3—-0—gal, 5,7,3",4"- OH) maji siln&jsi antioxida&ni aktivitu nez kempferol
(3,5,7,4"- OH) popfipadé vitexin (5,7,4"- OH - 8 — glc), jez nemaiji OH skupinu na
uhliku 3°. Oxidaci flavonoidu, kde je pfitomno 34 katecholové usporadani,
vznikaji stabilni o-semichinony. Flavonoidy, které nemaji katecholové nebo o —
trinydroxylové (pyrogallol) uspofadani tvofi relativné nestabilni radikaly a jsou
slabymi vychytavaci (16).

Heterocyklicky kruh prispiva k antioxidac¢ni aktivité dvéma mechanismy:

pFitomnosti volné 3-OH skupiny a konjugaci mezi aromatickymi jadry. Kvercetin je
velmi u¢innym vychytavacem a to proto, Ze ma nejen volné OH skupiny na B

kruhu, ale i proto, Ze ma volnou 3 — OH skupinu, diky éemuz je vysoce stabilni.
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Jeho glykosidy napfiklad rutin (kvercetin 3 —O rhamnosylglukosid) nebo kvercitrin
(kvercetin 3 — O rhamnosid) jsou mnohem méné stabilni a slab$i vychytavace
radikald.

Molekuly flavonolu a flavan 3 —olu jsou planarni, zatimco flavony a flavanony,
jimz chybi tento znak, jsou zprohybané. Planarita umoznuje konjugaci,
elektronovou delokalizaci a zodpovida za zvySenou stabilitu flavonoidniho
fenoxyloveho radikalu (5,16,17).

2 - 3 dvojna vazba a 4 — keto funkce

Vedle 3’, 4’- OH a 3-OH je pro antioxida¢ni aktivitu dalezita také pfitomnost i
absence nenasycené dvojné vazby mezi uhliky 2 a 3 a keto skupina umisténa na
uhliku 4. Flavonoidy s 2-3 dvojnou vazbou v konjugaci s 4- keto skupinou maji
nizsi 1C 50 (Cim niz8i IC 50, tim silnéjSi antioxida¢ni aktivita) ve srovnani
s heterocyklem s nasycenou vazbou. Konjugace mezi kruhy A a B umoznuje
rezonancni efekt aromatického jadra a poskytuje stabilitu flavonoidnimu radikalu
(16).

Glykosylace flavonoidu

Vazba mezi aglykonem a cukernou jednotkou je zpravidla realizovana pres
kyslik hydroxylové skupiny, ¢asto v pozicich 7 (flavony a flavanony), 3 (flavonoly)
nebo nékdy v pozici 4°. Méné Casto se vyskytuje C — glykosid, napfiklad vitexin a
acetylvitexin u hlohu. Cukernymi jednotkami byva glukosa, rhamnosa nebo
rutinosa (16).

Aglykony jsou silnéjsi antioxidanty nez odpovidajici glykosidy (16). Napfiklad
kvercetin je silnéjSim antioxidantem nez rutin nebo kvercitrin.

Aglykony luteolin a kvercetin jednoznacné prevysuji 3,4’a 7 — O - glykosidy ve
schopnosti zpomalovat akumulaci hydroperoxidi v bilateralni membrané. C —
glykosylaci v A kruhu také klesa aktivita. Tak jako O — methylace, tak i 4"-
glykosylace stericky blokuje katechol na B kruhu (16).

V potravé se Casto vyskytuji flavonoidy, které maji cukernou sloZzku v pozicich
3 nebo 7, avSak cukr na A kruhu (tedy v pozici 7) zpusobuje vétsi pokles aktivity

nez glykosylace na C 3 v heterocyklu (16).
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Stupern polymerace

Dimerni a trimerni procyanidiny jsou proti superoxidovému radikalu aktivné;si
nez monomery. Aktivita dimeru a trimetru se liSi jen malo. Tetramery vykazuji
vySSi aktivitu proti peroxynitritovému a superoxidovému radikalu nez trimery,
zatimco hexamery a heptamery maji zfetelné vyssi aktivitu proti superoxidovému

radikalu nez trimetry a tetrametry (16).

Schopnost chelatovat kovy

Schopnost flavonoidd vazat kov pfispiva ke zvySeni jejich antioxidacni aktivity.
Vyznamna je redukce Zelezem ve Fentonové reakci, kterou vznikaji ROS, a ktera
je silné inhibovana flavonoidy 3°,4°- OH, 4 — keto funkci a 5 — OH volnou
skupinou, které se ucastni na chelatovani zeleza. Polyhydroxylované flavonoidy

maji znacny vyznam v inhibici Fentonovy reakce in vivo (18).

Prooxidac¢ni aktivita flavonoidt

Zatimco antioxidacni aktivita flavonoidl hraje pozitivni roli v prevenci nemoci,
nékteré studie poukazuji na to, Ze nékteré flavonoidy maiji i opacny ucinek, ze
pusobi in vitro prooxida¢né. Prooxidacni aktivita je urena poctem a rozmisténim
hydroxylovych skupin. Mono- a dihydroxyflavonoidy nevykazuji Zzadnou
zaznamenanou prooxidacni aktivitu. Hydroxylové skupiny, zejména na B kruhu,
jasné zvysuji produkci hydroxylového radikalu ve Fentonové reakci. Napfiklad
myricetin (3,5,7,3,4",5"- OH), ktery ma tfi sousedici hydroxylové skupiny na B
kruhu, podporuje produkci peroxidu vodiku, ze kterého pak pfi Fentonoveé reakci

vznikne hydroxylovy radikal.

Tomuto prooxidaénimu efektu muze byt pfisuzovana cytotoxicita a apoptoza
pozorovana u nékterych flavonoidl izolovanych z nékterych léCivych rostlin. V
pfitomnosti RNS flavonoidy s A — nebo B — trihydroxylovym uspofadanim
zpusobuji jednovlaknové poskozeni DNA. Je také zaznamenano, Ze v pfitomnosti
kysliku a za pomoci dvojmocné médi nenasycena 2-3 vazba a 4 — keto skupina
flavonl podporuje utvareni ROS. Glykosylace a metylace OH skupin tlumi
prooxidacni chovani flavonoidu (16). Aby se potvrdil toxicky ucinek flavonoid

pouzivanych v potravnich doplncich jsou vSak nezbytné dalSi studie.
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3.3.2 Betula sp.

Systematické zarazeni:

Rige: Planta (rostliny)

PodfiSe: Tracheobionta (cévnaté rostliny)
Oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
Tfida: Magnoliopsida (dvoudélozné)

Podtfida: Hamamelididae

Rad: Betulales (bfizotvaré)

Celed: Betulaceae (bfizovité)

Druh: Betula pendula ROTH (Bfiza bélokora), Betula pubescens Ehrh. (Bfiza
pyfita), které jsou podle lékopisu CL 2005 také mate&nymi rostlinami drogy

Betulae folium.

Popis:

Opadavy, jednodomy, Siroce kuzelovity strom, vysoky 25 az 30 metru. Borka je
za mlada hladka, Sedaveé bila, loupava, ve starfi v dolni ¢asti kmene rozpukava.
Listy jsou jednoduché, dlouhé 3 az 6 cm, Siroké 2,5 az 5 cm, celistvé, stfidave,
konikovité, okraj epele dvakrat pilovity. Mladé ¢epele vyluCuji z mladych Zlazek
lepkavy sekret. Samci kvéty jsou v jehnédovitém kvétenstvi dlouhém od 3 do 7
cm, jehnédy jsou po 1 az 3 na konci vétviCek, jsou previslé. Kvéty jsou Zluté.
Samici kvéty jsou ve valcovitém jehnédovitém kvétenstvi, jehnédy jsou zpo&atku
vzpfimené, po opyleni pfevislé. Plody jsou jednosemenné, kfidlaté nazky, dlouhé
asi 2 cm (19).

Vyskytuje se po celé Evropé a v Asii.

Uzivana ¢ast:

Pro terapeutické vyuziti se sbiraiji listy (Betulae folium), nékdy pupeny (Betulae
gemmae) a bfezova miza.
Sbér:

Listy se sbiraji Casné zjara, nejlépe dva mésice po rozviti. Sbiraji se mladé
lepkavé listy s kratkou stopkou bez zdfevnatélych ¢asti stromu. Susi se

rozprostfené v tenké vrstvé na vzdusném misté. Jsou na povrchu kryté tenkou
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voskovou kutikulou, a proto prosychaiji zvolna. Teplota suseni nesmi prekrocit 40

& C. Droga ma slabé aromaticky pach a chut slabé horkou (19).

Obsahové latky:

Uginnymi latkami jsou flavonoidy (asi 2%), saponiny a silice, jejichZ mnoZstvi
kolisa podle stafi listd od 0,05 — 0,5 %. Dale jsou pfitomny pryskyfice, tfisloviny,
vitamin C, karoteny, mineralni latky a fytoncidy (19).

Listy bfizy obsahuji nasledujici flavonoidni glykosidy: kvercetin — 3 — rutinosid
(rutin), kvercetin — 3-D — galaktosid (hyperin), kvercetin — 3 —glukuronid, kvercetin
— 3 — arabinopyranosid, kvercetin — 3 — arabinofuranosid, kvercetin — 3 —
rhamnosid (kvercitrin), myricetin — 3- D— galaktosid a kaempferol. Dale obsahuji

fenolové kyseliny a triterpenoidy (20).

Borka obsahuje derivaty lupanového typu (lupeol a hydroxylované derivaty,
napfiklad betulinol a kyselina betulinova). Borka dale obsahuje arylbutanoidy a

glykosidické diarylheptanoidy (21).

Rutin Myricetin
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Kvercitrin Kempferol

Uginky a pouZiti Betulae folium:

Nalev nebo Cerstva Stava se pouzivaji jako moCopudny prostiedek
k proplachové terapii u bakterialnich a zanétlivych onemocnéni mocovych cest
(pyelonefritis, uretriris, cystitis, uretralni syndrom), k prevenci vzniku ledvinového
nebo mocoveého pisku a k adjuvantni Ié€bé revmatickych obtizi. Pfijem zvySeného
mnozstvi tekutin a proplachova terpaie jsou kontraindikovany pfi nedostatecné
¢innosti srdce a ledvin provazené otoky. U alergikl se po kontaktu s drogou
mohou vyskytnout reakce projevujici se podrazdénim nosni sliznice a rymou nebo
kontaktni dermatitidy (20). Kromé list( se pouzival dfive v koznim Iékafstvi i
bfezovy dehet (Pix betulae), ziskany suchou destilaci dfeva. Bfezova miza,
ziskavana navrtavanim bfezového dieva, se pouziva jako vlasové tonikum (tzv.
bfezova voda) (19, 23).

3.3.3 Crataegus sp.

Systematické zarazeni:

RiSe: Planta (rostliny)

PodfiSe: Tracheobionta (cévnaté rostliny)
Oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
Tfida: Magnoliopsida (dvoudélozné)

Podtfida: Maloidae

R&d: Rosales (riZotvaré)

Celed: Malaceae (jabloriovité)
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Druh: Nejcastéji uzivanymi druhy jsou Crataegus laevigata (Poiret) DC. (hloh
hladky) a Crataegus monogyna Jacg. (hloh jednosemenny), které jsou mateCnymi

rostlinami drogy Crataegi folium cum flore a Crataegi fructus.

Popis:

Crataegus laevigata je trnity kef nebo strom s kulovitou korunou rostouci
v Evropé a v Severni Americe. Listy jsou stfidave, fapikaté, s obvej€itou az
konikovitou Cepeli, po stranach s 3 az 7 ukrojky, hrub& zubatymi jen v horni ¢asti.
Kvétenstvi tvofi pfimé, 5 — 10 kvété vrcholiky. Kvéty jsou obojaké, paprscité, na
lysych stopkach. Korunni listky jsou bilé, prasniky jsou Cervené. Plodem jsou

Cervené malvice s tvrdymi peckami (23).

Uzivana ¢ast:

Z drogy se pouzivaiji list s kvétem (Crataegi folium cum flore), kvéty (Crataegi

flos), plody (Crataegi fructus) a listy (Crataegi folium)(19,24,25).

Sbér:

Kvét a list se sbira kratce pfed rozvitim (kvéten, ¢erven), plod na podzim. Susi
se ve stinu. Pfi umélé teploté maximalné do 45 < C. Nespravnym susenim kvéty,
zejména starsi, hnédnou. Plody se susi pfi umélém teple do 70 < C.

Kvéty nepfijemné pachnou (po trimethylaminu), droga chutna hofce (19)

Obsahové latky:

Droga obsahuje nejméné 1,5% flavonoidl pocitano jako hyperosid a nejméné
0,6% flavonu C — glykosidu, pocitano jako vitexin.

Hlavnimi obsahovymi latkami listd jsou flavonoidy — rutin, hyperosid, kvercitrin,
kvercetin -3- rhamnogalaktosid, hyperin (kvercetin — 3 — galaktosid) (flavonoly),

rr

isokvercitrin, vitexin, vitexin —2"" - O — rhamnosid, acetylvitexin — 2 — rhamnosid
(flavony), spirein, C — glykosidy apigeninu (vicenin), proanthocyanidiny a (-)- epi —
katechin. Byla zaznamenana také pfitomnost jednoduchych fenolickych kyselin —
chlorogenova a kavova kyselina. Dale se mezi charakteristické slouCeniny
obsazené v hlohu fadi pentacyklické triterpeny (kyselina ursoova a oleanova) a 2
— hydroxyl derivaty oleanové kyseliny, znameé jako kyselina crataegova

(13,25,26,27)
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Vitexin Hyperosid

Uginky a pouZiti Folium crataegi cum flore:

Droga Crataegi folium cum flore se tradicné pouziva ve formé& nalevu nebo
extraktu jako kardiotonikum a antihypertenzivum (pUsobi pokles jak systolického,
tak diastolického krevniho tlaku), pfi leh€ich formach koronarni a svalové srdec¢ni
insuficience (byl schvalen komisi E pro pouziti v New York Heart Association
(NYHA) , tfida | a Il) (24, 26, 27), kdy jesté neni tfeba aplikovat srde¢ni glykosidy,
a pfi leh&ich formach bradykardie. Je nezbytné nutné konzultovat pouziti
s lékafem (13,20, 21, 24, 25, 26, 28). V bézném davkovani neni droga toxicka a je
dobfe snasena. UZiva se v nalevu samotna, v ¢ajovych smésich, jako tinktura
v lihovém vytazku a jako sou¢ast mnoha hromadné vyrabénych IéCivych pFipravku
(23).

Experimentalnimi studiemi in vitro i in vivo byl prokazan pozitivni ionotropni
efekt. Na ucinku se podileji biogenni aminy, crataegolova kyselina, epi-katechin,
hyperosid, luteolin 7 — glykosid, rutin a vitexin, které maji pozitivni inotropni ucinek,
prodluzuji refrakterni fazi v srde¢nich myocytech, zvysuji kontraktilitu srdeCnich
bunék (23, 24, 29).

Po intravenoznim podani vodného, popfipadé ethanolového (95%) extraktu
kvétl se zvySuje pratok krve srdcem a srdecni vydej a snizuje periferni rezistenci
(23,24, 29).

DalS$i pouZiti je jako doplnék pfi IéCbé chorobného kornaténi tepen, po
mrtvicich a léCeni jejich nasledkl a pfi poskozeni srde€niho svalu po infekénich
onemocnénich (napfiklad po pfechozenych chfipkach) (23, 24, 29). Extrakt také
snizuje oxidaci LDL (low density lipoprotein) (27).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a metody

4.1.1 Rostlinny material

Betulae folium a Crataegi folium cum flore byly zakoupeny v prodejné léCivych

rostlin Pharmacentrum, Hradec Kralové.

4.1.2 Pouzité chemikalie

Chemikalie pouzity pro stanoveni superoxidu:

HydrogenfosforeCnan draselny

Hydroxid draselny

5 — methylfenazinium — methyl — sulfat Sigma (St. Luis, MO, USA)
R — nikotinamid adenin dinukleotid Sigma (St. Luis, MO, USA)
Nitrotetrazolinova modf Sigma (St. Luis, MO, USA)

Chemikalie pouzity pro stanoveni flavonoidu:

Aceton p.a.

Ethyl acetat p.a.

Chlorid hlinity p.a.

Kyselina borita p.a.

Kyselina chlorovodikova p.a.
Kyselina mravenci bezvoda p.a.
Kyselina octova bezvoda p.a.
Kyselina ledova octova p.a
Kyselina Stavelova p.a.

Lih R 60%

Methanol p.a.

Methenamin p.a.

Siran sodny bezvody p.a.
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Kyselina chlorovodikova RS :

70 g kyseliny chlorovodikové R zfedéno vodou R na 100,0 ml.

Chlorid hlinity RS1:

2,0 g chloridu hlinitého R se rozpusti ve 100 ml roztoku kyseliny octové ledové

R 5% (V/V) v metanolu R.

Standardy:

Trolox (6 — hydroxyl — 2,5,7,8 — tetramethylchroman — 2 karboxylova kyselina)

Sigma — Aldrich laborchemikallen GmBH

L (+) — Ascorbic acid puriss. Sigma — Aldrich laborchemikallen GmBH
Chrysin ROTH Karlsruhe

Kvercetin ROTH Karlsruhe

Apigenin ROTH Karlsruhe

Rutin ROTH Karlsruhe

Vitexin Fluka (Svycarsko)

Vitexin — 2 —O rhamnosid Fluka (Svycarsko)
Hypericin ROTH Karlsruhe

Kumarin ROTH Karlsruhe

Kyselina chlorogenova ROTH Karlsruhe
Kyselina kavova ROTH Karlsruhe
Hyperosid ROTH Karlsruhe

Kvercitrin ROTH Karlsruhe

4.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy KERN

Ultrazvukova lazeri Bendelin Sonorex

Mikrodavkova¢ BIOHIT

Dvoupaprskovy spektrofotometr Shimadzu

Lyofilizator MLW — LGA 05, Medizintechnik Leipzig, GDR

Chromatograficka sestava Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015,
autosampler AS-2055)
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Kolona LiChrospher RP-18 250x4 (5mm) s ochranou pfedklonkou

Vakuova odparka Laborta

4.2 Stanoveni obsahu flavonoidi dle CL 2005 (30)

4.2.1 Betulae folium

Priprava vyluhu z drogy (zakladniho roztoku):

Navazila jsem 0,200 g praskové drogy (250) a ve 100 ml barnce jsem ji
smichala s 1,0 ml roztoku methenaminu (5g/l), 20,0 ml acetonu a 2,0 ml kyseliny

chlorovodikové a vafila jsem 30 minut pod zpétnym chladiCem.

Zfiltrovala jsem pfes chomacek vaty do 100 ml odmérné bariky. Opét jsem
vlozila drogu a chomacek vaty do varné bariky a vafila jsem dvakrat 10 minut pod

zpétnym chladi¢em s 20,0 ml acetonu .
Po ochlazeni jsem Zfiltrovala pres filtracni papir do téZe odmérné bariky.

Roztok jsem zfedila acetonem predem pouzitym k promyti banky a filtru na
100,0 ml.

20,0 ml tohoto roztoku jsem prevedla do délici nalevky, pfidala jsem 20 ml
vody a protfepavala jsem nejprve s 15,0 ml a pak tfikrat s 10,0 ml ethyl acetatu.
Spojené horni vrstvy jsem protfepavala dvakrat 50,0 ml vody, vodnou vrstvu jsem

odpustila.

Acetatovy podil jsem Zfiltrovala pfes 10 g siranu sodného bezvodého do 50,0

ml bariky.

Roztok v barice jsem zfedila ethyl acetatem na 50,0 ml.

ZkousSeny roztok:

10,0 ml zakladniho roztoku jsem smichala s 1,0 ml roztoku chloridu hlinitého a
ziedila jsem ho roztokem kyseliny octoveé ledové 5 % (V/V) v methanolu na 25,0

mil.

Kontrolni roztok:

10,0 ml zakladniho roztoku jsem zfedila roztokem kyseliny octové ledové 5%
(VIV) v methanolu na 25,0 ml.
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Po 30 minutach jsem zméfila absorbanci zkouseného roztoku pfi 425 nm proti

kontrolnimu roztoku.

Obsah flavonoidl vztazeno na hyperosid jsem vypocitala ze vztahu:

Ax1,25
m

0p =

kde: A ...absorbance zkouseného roztoku v maximu pfi 425 nm
m ... hmotnost drogy v g
Vysledky uvadi tabulka ¢.3.

4.2.2 Crataegi folium cum flore

Zakladni roztok:

0,400 g praskoveé drogy (250) jsem smichala v 200 ml barnce se 40,0 ml lihu
60% (VIV).
Zahfivala jsem 10 minut na vodni lazni pfi 60 °C za obCasného protfepavani.

Po ochlazeni jsem Zfiltrovala pfes chomacek vaty do 100 ml odmérné banky.
Chomacek vaty jsem vlozila ke zbytku drogy ve 200 ml barce, pfidala jsem 40,0
ml lihu 60 % (V/V) a za Eastého protfepavani zahfivala 10 minut na vodni lazni pfi
60% . Po ochlazeni jsem Zfiltrovala do téze odmérné barnky.200 ml bariku i filtr
jsem promyla lihem 60% (V/V) a promyvaci tekutinu jsem pfidala do odmérné
bariky.

Spojené Casti jsem zfedila lihem 60% (V/V) na 100 ml a roztok jsem Zfiltrovala.

ZkousSeny roztok:

5,0 ml z&kladniho roztoku jsem odpafila v barice s kulatym dnem na vakuové
odparce za snizeného tlaku do sucha. Zbytek jsem rozpustila v 8 ml smési
objemovych dild methanolu a kyseliny octové ledové (10+100) a prevedla jsem do
25 ml odmérné bariky. Banku s kulatym dnem jsem promyla 3 ml smési
objemovych dili methanolu a kyseliny ledové octové (10+100) a promyvaci
tekutinu jsem prevedla do téZze odmérné banky. K tomuto roztoku jsem pfidala
10,0 ml roztoku, ktery obsahuje kyselinu boritou (25,0 g/l) a kyselinu $tavelovou
(2,0 g/l) v kyseliné mravenci bezvodé a zfedila jsem kyselinou octovou bezvodou
na 25,0 ml.
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Kontrolni roztok:

5,0 ml zakladniho roztoku jsem odpafila v barice s kulatym dnem na vakuové
odparce za snizeného tlaku do sucha. Zbytek jsem rozpustila v 8 ml smési
objemovych dili methanolu a kyseliny octové ledové (10+100) a prevedla jsem do
25 ml odmérné banky. Bariku s kulatym dnem jsem promyla 3 ml smési
objemovych dili methanolu a kyseliny ledové octové (10+100) a promyvaci
tekutinu jsem prevedla do téZze odmérné banky. K tomuto roztoku jsem pfidala
10,0 ml kyseliny mravenci bezvodé a zfedila jsem kyselinou octovou bezvodou na
25,0 ml.

Po 30 minutach jsem méfila absorbanci zkouseného roztoku proti kontrolnimu

roztoku pfi 410 nm.

Obsah flavonoidu vyjadieno jako hyperosid jsem vypodcitala ze vztahu:

0% = Ax1,235
m
kde: A ...absorbance zkouseného roztoku v maximu pfi 410 nm

m ...hmotnost drogy v g

Vysledky uvadi tabulka ¢.4.

4.3 HPLC

HPLC analyza byla provadéna na chromatografické sestavé Jasco (Cerpadlo
PU-2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055), vybavené predkolonovym

filtrem a kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5mm) s ochranou pfedkolonkou.

Eluce mobilni faze probihala nejdfive isokraticky: od 0 do 8 min., prutok 1

ml/min, 3% acetonitrilu ve vodé (pufr: kys. o-fosfore¢na, 0,15%).

Od 8 do 40 minuty gradientové: za vySe zminénych podminek do: pratok 1,4
ml/min, 75% acetonitrilu ve vodé (pufr: kys. o-fosfore¢na, 0,15%).

Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru v rozmezi vinovych délek 200
- 650 nm.
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4.4 Zhaseni superoxidového radikalu generovaného
neenzymaticky

Superoxidovy radikal byl generovan reakci 5 — methylfenazinium — methyl —
sulfatu (PMS) a nikotinamidudinukleotidu (NADH) postupem popsanym v praci
Vrchovska a kol. (3).

4.4.1 Priprava vyluht z drogy

Betulae folium

5,03 g drogy Betulae folium jsem rozdrobnila (250) a v barice prelila 500 ml
vrouci vody. Pfikryla jsem hodinovym sklickem a nechala jsem 30 minut vyluhovat.
Po 30 minutach jsem vyluh Zfiltrovala pfes Bichnerovu nalevku. Z 5,03 g drogy a
500 ml vody jsem pfipravila 480 ml vyluhu. Vyluh jsem v petriho miskach nechala

zmrznout a poté byl lyofilizovan.

Ziskano bylo 1,18 g lyofilizatu, uchovavan byl v uzaviené nadobé v exikatoru.

Crataeqi folium cum flore

5,0 g drogy Crataegi folium cum flore jsem rozdrobnila (250) a v barice prelila
500 ml vrouci vody. Pfikryla jsem hodinovym sklickem a nechala jsem 30 minut
vyluhovat. Po 30 minutach jsem vyluh Zfiltrovala pfes Buchnerovu nalevku. Z 5,0 g
drogy a 500 ml vody jsem pfipravila 330 ml vyluhu. Vyluh jsem v petriho miskach

nechala zmrznout a poté byl lyofilizovan.

Ziskano bylo 1,0 g lyofilizatu, uchovavan byl v uzavifené nadobé v exikatoru.

4.4.2 Priprava ¢inidel pro stanoveni antioxidaéni aktivity

Veskera Cinidla byla pfipravovana a pouzivana v den méfeni.

Pufr - KH,PO4 19 mM, pH 7.4:

2,6 g KH,PO, jsem rozpustila ve vodé a doplnila na 1000,0 ml a upravila jsem

pH na 7,4 na pH — metru pfidanim 0,1 mM roztoku hydroxidu draselného.

NADH 166 yM:

35 mg NADH do 50,0 ml pufru, k rozpusténi jsem vyuzila ultrazvuk.

NBT 43 uM (Nitrotetrazolinova modr):

3,3 mg NBT jsem rozpustila v 50,0 ml pufru.
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PMS 2.7 uM (N — methylphenazonium methylsulfat):

Navazila jsem si asi 0,01g pfesné a rozpustila v 1 ml pufru. Vypocetla jsem,
v jakém mnozstvi tohoto roztoku bude obsazen 1 mg PMS a odpovidajici objem
roztoku jsem odebrala a doplnila do 1,0 ml pufrem. Z tohoto roztoku jsem odmeéfila

250 pl a doplnila do 50,0 ml pufrem.

Vzorek hodnocené drogy:

Navazila jsem si asi 0,6 mg lyofylizované drogy a rozpustila v 1,2 ml pufru.

Roztoky standardu:

Trolox
0,0301 g jsem rozpustila v 10,0 ml pufru.
Kyselina askorbova

0,01 g jsem rozpustila v 10,0 ml pufru.

4.4.3 Vlastni méreni antioxidacéni aktivity

Nejprve jsem zjistovala aktivitu kontrolniho roztoku.
Do kyvety jsem postupné pfidavala v nize uvedeném poradi:

Kontrolni vzorek:

1. 150 pl roztoku pufru KH,PO,4 19 mM, pH 7,4
2 150 pl roztoku NADH 166 uM

3. 450 pl roztoku NBT 43 uM

4 150 pl roztoku PMS 2,7 uM

Slepy kontrolni vzorek:

1. 150 pl roztoku pufru KH,PO,4 19 mM, pH 7,4
2 150 pl roztoku NADH 166 yM

3. 450 pl roztoku NBT 43 uM

4 150 pl roztoku pufru KH,PO,4 19 mM, pH 7,4

Nasledné byla méfrena aktivita vzorku:

Vzorek:

1. 150 pl roztoku vzorku
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2. 150 pl roztoku NADH 166 yM
3. 450 pl roztoku NBT 43 uM
4. 150 pl roztoku PMS 2,7 uM

Slepy vzorek:

1. 150 pl roztoku vzorku

2 150 pl roztoku NADH 166 yM

3. 450 pl roztoku NBT 43 uM

4 150 pl roztoku pufru KH,PO,4 19 mM, pH 7,4

Absorbanci jsem méfila ihned po pfidani PMS (u vzorku a kontrolniho vzorku)

resp. pufru (u slepého vzorku a slepého kontrolniho vzorku).

Méfeni jsem provadéla trikrat pro kontrolni vzorek ve dvoupaprskovém
spektrofotometru nastaveném na kinetickou funkci, pfi vinové délce 560 nm, po

dobu 2 minut, pfi pokojové teploté.

Za stejnych podminek jsem provedla méreni pro vzorek, tfikrat pro kazdou

koncentraci.
Aktivitu standardl jsem méfila stejné jako vzorek a slepy vzorek.

Vysledek jsem vyjadfila v procentech inhibice redukce NBT v porovnani

s kontrolnim vzorkem.

Inhibici redukce NBT jsem vypocitala podle vzorce:
% inhibice redukce NBT = (1 - A, / Ax) x 100

kde: A, narlst absorbance testovaného vzorku v ¢ase t = 2min

A, narlUst absorbance kontrolniho vzorku v ¢ase t = 2 min

Vysledky méfeni aktivity pro drogu Betulae folium jsou uvedeny v tabulkach 7 -
10 a obr. 5- 6.

Vysledky méfeni aktivity pro drogu Crataegus laevigata jsou uvedeny
v tabulkach 11 - 15 a obr. 7 - 8.
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Jako porovnavaci latky byly pouzity Trolox a kyselina askorbova. Vysledky
uvadi tabulka 16 a 17 obr. €islo 9 a 10.

4.5 Vysledky

4.5.1 Stanoveni obsahu flavonoidu v drogach

Tab. 6.3 Obsahu flavonoidl v droze Betulae folium

vzorek €. | Navazka A obsah primérny s
(9) flavonoidd % obsah %
1 0,2217 0,305 1,72
0,2044 0,279 1,71 1,7567 0,0591
3 0,2068 0,305 1,84
Tab. €. 4 Obsahu flavonoidl v droze Crataegi folium cum flore
vzorek €. | Navazka A obsah primérny s
(9) flavonoidl % obsah %
0,4161 0,565 1,68
0,4028 0,453 1,39 1,5533 0,1212
0,4026 0,519 1,59
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452 HPLC

4.5.2.1 HPLC profil latek ve vodném vyluhu z drogy Betulae folium

Obr. &.1:HPLC profil flavonoidi obsazenych v droze Betulae folium. Detekce

pfi 254 nm. Vyznaceny piky hyperosidu a kvercitrinu.
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Obr. ¢.2:HPLC profil hydroxyskoficovych kyselin v droze Betulae folium.
Detekce pfi 320 nm. Vyznaceny piky: kyselina chlorogenova A, kyselina

chlorogenova B, kyselina kavova A a kyselina kavova B.
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Tab. €.5 Obsah fenolickych latek dokazanych ve vodném vyluhu z drogy

Betulae folium

latka obsah (%)
hyperosid 0,80
kvercitrin 0,13
kyselina chlorogenova 0,07
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4.5.2.2 HPLC profil latek ve vodném vyluhu z drogy Crataegi folium cum flore

Obr. &€.3: HPLC profil flavonoidu obsazenych v droze Crataegi folium cum flore.

Detekce pfi 254 nm. Vyznaceny jsou piky: hyperosid, vitexin — 2 — rhamnosid a

vitexin.
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Obr. €.4: HPLC profil organickych kyselin obsazenych v droze Crataegi folium

cum flore. Detekce pfi 320 nm. Vyznaceny piky: kyselina chlorogenova A a

kyselina

kavova A.
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Tab.€.6 Obsah fenolickych latek dokazanych ve vodném vyluhu z drogy

Crataegi folium cum flore

latka obsah (%)
hyperosid 0,30
kyselina chlorogenova 0,30
vitexin — 2"°-O - rhamnosid 0,20
vitexin 0,07
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4.5.3 Zhaseni superoxidového radikalu

4 .5.3.1 Aktivita nalevu Betulae folium

Tab.8.7 Vzorek &.1

koncentrace pg/150 pl 2,9500 6,5625 | 18,7500 | 37,5000 | 75,0000 | kontrola
1. méfeni 0,1167 0,0711 0,0298 0,0159 0,0096 0,0805
2. méfeni 0 0,0740 0,0341 0,0141 0,0097 0,0737
3. méfeni 0 0,0755 0,0314 0,0174 0,0088 0
primérna absorbance 0,1167 0,0735 0,0318 0,0158 0,0094 0,0771
inhibice redukce NBT % | -51,3619 46260 | 58,7981 | 79,5071| 87,8513
Tab. €.8 Vzorek €.2
koncentrace pg/150 pl 2,9500 6,5625 | 18,7500 | 37,5000 | 75,0000 | kontrola
1. méfeni 0,0820 0,0616 0,0248 0,0141 0,0079 0,0844
2. méfeni 0,0728 0,0637 0,0310 0,0140 0,0089 0,0907
3. méfeni 0,0666 0,0625 0,0254 0,0141 0,0079 0
prumeérna absorbance 0,0738 0,0626 0,0271| 0,01401 0,0082 0,0876
inhibice redukce NBT % 15,7053 | 28,4980| 69,0843 83,9330| 90,5958
Tab.€.9 Vzorek ¢.3
koncentrace pg/150 pl 2,9500 6,5625 18,7500 | 37,5000 | 75,0000 [ kontrola
1. méfeni 0,0531 0,0459 0,0245 0,0130 0,0080 0,0652
2. méfeni 0,0548 0,046 0,0256 0,0136 0,0115 0,0731
3. méfeni 0,0588 0,0500 0,0241 0,0130 0,0082 0
prumeérna absorbance 0,0556 0,0473 0,0247 0,0132 0,0092 0,0692
inhibice redukce NBT % 19,6433 | 31,5980 64,2323 80,9111| 86,6474
Tab.€.10 Primérné hodnoty inhibice redukce NBT
koncentrace pg/150 yl 2,9500 6,5625 | 18,7500 | 37,5000 | 75,0000
inhibice redukce NBT % -5,3378| 21,5740| 64,0383| 81,4504| 88,3649
S 32,5837 | 12,0507 4,2016 1,8467 1,6523
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Obr. €.5 Zavislosti inhibice NBT na koncentraci lyofilizatu vodného vyluhu

drogy Betulae folium
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Obr. &.6 Uginek nalevu Betulae folium na redukci NBT. Uvedené hodnoty jsou

prumérem tfi méfeni provedenych tfikrat.
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4.5.3.2 Aktivita nalevu Crataegi folium cum flore

Tab.¢ 11 Vzorek ¢.1

koncentrace pg/150 i 2,9500 6,5625 18,7500 | 37,5000 | 75,0000 | kontrola
1. méfeni 0,0870 0,0686 0,0407 0,0264 0,0077 0,0918
2. méfeni 0,0804 0,064 0,0386 0,0268 0 0,0916
3. méfeni 0,0802 0,0679 0,0365 0,0271 0 0
primérna absorbance 0,0825 0,0668 0,0386 0,0268 0,0077 0,0917
inhibice redukce NBT % 99964 27,1174 57,9062| 70,8106| 91,6031
Tab.C.12 Vzorek C.2
koncentrace pg/150 pl 2,9500 6,5625 18,7500 | 37,5000 | 75,0000 | kontrola
1. méfeni 0,0708 0,0520 0,0292 0,0208 0,0174 0,0895
2. méfeni 0,0811 0,0517 0,0293 0,0202 0,0168 0,0804
3. méfeni 0,0821 0,0516 0,0268 0,0216 0,0142 0
primérna absorbance 0,0780 0,0518 0,0284 0,0209 0,0161 0,0849
inhibice redukce NBT % 8,1813| 39,0622 66,5293| 754365 81,0084
Tab.€.13 Vzorek ¢.3
koncentrace pg/150 pl 2,9500 6,5625 | 18,7500 | 37,5000 | 75,0000 | kontr.1 kontr. 2
1. méfeni 0,1411| 0,0590| 0,0379| 0,0234| 0,0169| 0,0817| 0,1493
2. méfeni 0,1549| 0,0540| 0,0389| 0,0248| 0,0169| 0,0818| 0,1562
3. mé&feni 0,1499| 0,0540| 0,0386| 0,0249| 10,0165 0 0
primérna absorbance 0,1486 0,0557 0,0385 0,0244 0,0168 0,0818 0,1528
inhibice redukce NBT % 2,6950 | 31,9062 52,946 | 70,1937| 79,4903
Tab.C.14 Vzorek ¢.4
koncentrace pg/150 pl 2,9500 6,5625 18,7500 | 37,5000 | 75,0000 | kontrola
1. méfeni 0,1405 0,1376 0,0731 0,0428 0,0304 0,1493
2. méfeni 0,1509 0,1294 0,0964 0,0345 0,0302 0,1562
3. méfeni 0,1473 0,1180 0,0691 0,0448 0,0307 0
primérna absorbance 0,1462 0,1283 0,0795 0,0407 0,0304 0,1528
inhibice redukce NBT % 42662 | 159847| 52,0676| 73,3552| 80,0764
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Tab.¢.15 Pramérné hodnoty inhibice NBT

koncentrace pg/150 pl 2,9500 6,5625 18,7500 | 37,5000 | 75,0000
inhibice redukce NBT % 6,2847 28,5176 57,3623 72,4490 83,0445
S 2,9298 8,3920 5,7417 2,0927 4,9708

Obr. €.7 Zavislosti inhibice NBT na koncentraci lyofilizatu vodného vyluhu

drogy Crataegi folium cum flore
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Obr. &.8 Uginek nalevu Crataegi folium cum flore na redukci NBT. Uvedené

hodnoty jsou primérem &ty méreni provadénych trikrat.
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4.5.3.3 Aktivita Troloxu

Tab.¢.16 Vysledky méfeni zhaseni superoxidového radikalu pusobenim

standardu Troloxu

koncentrace pg/150 pl 14,7600 | 32,8000 | 93,7500 | 187,5000 | 451,5000 | kontrola
1. méfeni 0,1179 0,0936 0,0744 0,0402 0,0194 0,1203
2. méfeni 0,1180 0,0956 0,0751 0,0429 0,0172 0,1276
3. méfeni 0,1016 0,0941 0,0683 0,0439 0,0219 0,1277
primérna absorbance 0,1125 0,0944 0,0726 0,0423 0,0195 0,1252
inhibice redukce NBT % 10,1438 | 24,6006 42,0128| 66,2141 | 84,4249
Obr &.9 Uginek Troloxu na redukci NBT
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4.5.3.4 Aktivita kyseliny askorbové

Tab.C. 17 Vysledky méfeni zhaseni superoxidového radikalu kyseliny

askorbové
koncentrace pg/150 pl 1,2500 2,5000 | 12,5000 | 25,0000 | 125,0000 [ kontrola
1. méfeni 0,0764 0,0642 0,0507 0,0457 0,0275 0,0719
2. méfeni 0,0789 0,0763 0,0457 0,0469 0,0260 0,0920
3. méfeni 0,0859 0,0704 0,0597 0,0427 0,0316 0
primérna absorbance 0,0804 0,0703 0,0520 0,0451 0,0284 0,0820
inhibice redukce NBT % 1,8914| 14,2160 36,5060 | 44,9664 | 65,3854
Obr. &.10 Uginek kyseliny askorbové na redukci NBT
Kyselina askorbova
o\o 70 T
Ié 60 A
Y 50 A
X 40 -
3 30 A
g 20-
= 10 -
<
— 0 1 1 1
1,2500 2,5000 12,5000 25,0000 125,0000
koncentrace ug/150ul
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5 Diskuse

Superoxidovy radikal je jednoelektronova redukovana forma molekularniho
kysliku. Je prekurzorem dalSich ROS, jako H,0,, hydroxylového radikalu a
singletoveho kysliku, které potom reaguiji s biologickymi makromolekulami,
napadaji fosfolipidy, membranové a cytosolické proteiny, coz vede k pferuseni
dilezitych metabolickych cest, membranovému poskozeni, poruse elektrolytové

rovnovahy a nakonec k bunécné nekroze (31).

Superoxidovy radikal je v organismu produkovan pifevazné NADPH oxidazou.
Na jedné strané je produkce superoxidu NADPH oxidazou prostfedek neutrofild a
makrofagu k odstranéni zbytkd mrtvych bunék a k zabijeni bakterii, na druhé
strané vSak studie ukazuji, ze vzrust superoxidového radikalu ma za nasledek
vyvoj kardiovaskularnich onemocnéni jako jsou hypertenze a
hypercholesterolémie (32).

Flavonoidy patfi mezi latky v pfirodé hojné zastoupené. Maji vyznamnou
antioxidacni aktivitu, ktera je davana do souvislosti s fadou biologickych ucinkd,
které byly u flavonoidu a je obsahujicich drog popsany. Jejich antioxidacni aktivita
je in vitro dobfe prostudovana (3, 6, 13, 16, 17, 25). Pro antioxidaéni aktivitu je
dulezité, aby v molekule flavonoidu byly hydroxylové skupiny vazané na uhliky 3,
5,7,3, 4, jako jsou napfiklad u kvercetinu (14).

Schopnost flavonoidl zhaset reaktivni formy kysliku, zejména OH™ a O,¢™ byla
predmétem fady studii. Zpravidla je produkce superoxidu generovana
enzymaticky, v systému xantin / xantinoxidaza. (33)

Tvorbu Oz vice €i méné inhibuji napfiklad flavonoidy fisetin, myricetin, rutin,
kempferol, kvercetin, 7,8 — dihydroxyflavon, chrysin, galangin, morin a apigenin
s hodnotami IC 50 11,1 — 245,5 uM. Uginek je dan zejména inhibici xantinoxidazy.
Kvercetin, ale také (-) katechin nebo fisetin také pfimo zhaseji superoxid
v systému PMS — NADH (33).

Flavonoidy a dalsi fenolické latky se vyznamné podileji na antioxidaéni aktivité
extraktl rostlin. V této praci byla zjiStovana antioxidacni aktivita extraktt z drog
Betulae folium a Crataegi folium cum flore. Nejprve byla sledovana pfitomnost

latek, které mohou byt zodpovédné za antioxidacni aktivitu extraktd.
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Postupem dle CL 2005 (30) (spektrofotometricky) bylo v Betulae folium
zjisténo 1,7567 £ 0,0591% flavonoidl (viz tab. 3). V Crataegi folium cum flore byl
obsah flavonoidd 1,5533 + 0,1212% (viz tab. 4). Zastoupeni jednotlivych
flavonoidu ukazuji HPLC chromatogramy (obr. €. 1 — 4). Ve vodném vyluhu
Betulae folium jsou obsazeny flavonoidy: hyperosid 0,8 %, kvercitrin 0,13 %
(obr.1, tab. 5).

Ve vodném vyluhu Crataegi folium cum flore jsou obsazeny flavonidy:
hyperosid 0,3 %, vitexin —2""- O — rhamnosid 0,2 %, vitexin 0,07 % (obr. 3, tab. 6).

Dalsi fenolicke latky, které jsou z literatury znamé svoji antioxidacni aktivitou
jsou hydroxyskoficové kyseliny. Ve studovanych drogach byly zastoupeny kyselina
chlorogenova 0,07 % v Betulae folium (obr. 2, tab. 5) a kyselina chlorogenova 0,3

% a kyselina kavova v Crataegi folium cum flore (obr. 4, tab. 6).

Superoxidovy radikal byl generovan neenzymaticky postupem popsanym
v praci Vrchovska a kol. (3). V systému PMS — NADH — NBT redukuje superoxid
vytvofeny reakci PMS / NADH nitrotetrazolinovou modf (NBT). Redukce NBT na
modfe zbarveny formazan byla sledovana spektrofotometricky. Pokles absorbance
pfi 560 nm dosazeny antioxidantem pak indikuje zhaseni superoxidu v reakcni
smési. Vysledky méfeni jsou v tabulkach 7 — 10 pro Betulae folium a 11 — 15 pro
Crataegi folium cum flore. Inhibiéni efekt vodnych vyluht drog Betulae folium a
Crataegi folium cum flore na tvorbu superoxidového radikalu je znazornén na obr.
5 — 8. Vodné vyluhy mély na koncentraci zavislou zhaseci aktivitu superoxidoveého
radikalu, s IC 59 23,8267 ug/150 pl u Betulae folium a IC 5o 24,4712 ug/150 plu
Crataegi folium cum flore. Aktivita Crataegi folium cum flore je tedy srovnatelna s
aktivitou Betulae folium. Podobny je i obsah potencialnich antioxidantu jak ukazuji
tab. 4 — 6. Ve srovnani se standardy je IC 5o lyofylizatu Betulae folium 6 x vysSi
nez IC 50 Troloxu a 2x vyS$Si nez IC 5o kyseliny askorbové. Toto zjisténi je
prekvapuijici, nebot kyselina askorbova i Trolox jsou povazovany za jedny
z nejsilngjSich antioxidantu. Na antioxida¢ni aktivité extraktll z drog se zfejmé
podili soubor latek.

V praci (34) byl zjistén vliv extraktu z plodu hlohu C. aronia na snizeni oxidace
LDL. V plodech hlohu jsou obsazeny tyto flavonoidy, které se podili na u¢inku:
hyperosid, isokvercitrin, kvercetin a rutin, dale potom epikatechin. Tyto flavonoidy

se nachazi téz v droze Crataegi Folium cum flore, jejiz aktivitu jsem sledovala.
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Mechanismus, jak flavonoidy obsazené v hlohu snizuji oxidaci LDL, spociva
v chelaci a inaktivaci Cu #* iontu, ty se pak nemohou zapojit do Fentonovy reakce
a nedochazi k preméné superoxidového radikalu na nebezpecny hydroxylovy

radikal.

V mechanismu onemocnéni kardiovaskularniho systému se ucastni i
nadprodukce volnych radikalu. Z fytoterapie se v dneSni dobé na srdecni
onemocnéni nejvice uziva pravé hloh. Je pouzivan ve formé standardizovanych
roztokd, tablet, je soucasti i Cajovych smési. Betulae folium se vyuziva hlavné pro
svlj moCopudny ucinek, pouziva se pfi zanétech mocovych cest a ledvinnych
kaméncich. Je hlavni sloZkou €ajl Species urologiceae a Sp.diureticeae.
Mechanismus ucinku v8ak neni znam, nebot existuje jen velmi malo, nebo spise
témeér zadné studie objasniujici tuto problematiku. Antioxidacni aktivita extraktu
prokazana u studovanych drog podporuje nazor na prospé&snost uzivani extraktl

flavonoidnich drog pfi prevenci onemocnéni spojenych s oxidacnim stresem.
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6 Zaver
V praci byla sledovana schopnost vodnych extraktt flavonoidnich drog Betulae

folium a Crataegi folium cum flore zhaset superoxidovy radikal.
Superoxid byl generovan reakci NADH / PMS / NBT.

Obsah flavonoidu v drogach byl stanoven spektrofotometricky a HPLC.
Betulae folium obsahuje 1,7567 + 0,0591% pocitano jako hyperosid; hlavnimi
latkami ve vodném vyluhu byly flavonoidy: hyperosid 0,8 %, kvercitrin 0,13 % a
hydroxyskoficove kyseliny: kyselina chlorogenova 0,07 %.

Crataegi folium cum flore obsahuje 1,5533 £ 0,1212% pocitano jako
hyperosid; hlavnimi latkami ve vodném vyluhu byly flavonoidy: hyperosid 0,3 %,
vitexin — 2""- O — rhamnosid 0,2 %, vitexin 0,07 % a hydroxyskoficové kyseliny:
kyselina chlorogenova 0,3 %.

Vodné vyluhy pusobily zhaseni superoxidového radikalu v zavislosti na
koncentraci s IC 59 23,8267 pug/150 ul u Betulae folium a IC 59 24,4712 ug/150 pl u

Crataegi folium cum flore.

V porovnani s aktivitou Troloxu (IC s0=131,9951 ug/150 pl) a kyseliny
askorbové (IC 50 =61,6928 ug/150 pl) je aktivita Betulae folium i Crataegi folium

cum flore 6x vétSi nez aktivita Troloxu a 2x vétSi nez aktivita kyseliny askorbové.

Antioxida¢ni aktivita extraktll podporuje nazor na prospésnost uzivani extraktl

flavonoidnich drog pfi prevenci onemocnéni spojenych s oxidacnim stresem.
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