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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

Skratka

Nazov

4-kumaroyl-CoA

4-kumaroyl-koenzym A

5-OH 5-hydroxyflavon

AIDS syndrém ziskanej imunitnej nedostatocnosti (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
APOE4 apolipoprotein E4

ATP adenozintrifosfat

ATP7A gén kddujuci med transportujucu adenozintrifosfatazu
ATP7B gén kddujuci med transportujicu adenozintrifosfatazu
BCS disodnd sol bathocuproindisulfénovej kyseliny

BMI index telesnej hmotnosti (Body Mass Index)

CTR1 transportér medi

Cu med’

CucCl chlorid medny

DMSO dimethylsulfoxid

DMT1 divalentny transportér kovov

Fe Zelezo

GIT gastrointestinalny trakt

Glu glukuronova kyselina

HA hydroxylamin

HCI kyselina chlorovodikova

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina
HIV virus nedostatku ludskej imunity (Human Immunodeficiency Virus)
CHS chalkon-syntdaza

LDL lipoprotein s nizkou hustotou (Low Density Lipoprotein)

malonyl-CoA

malonyl-koenzym A

Mw

molekulovd hmotnost

NaCl chlorid sodny

—OH hydroxylova skupina
Se selén

Zn zinok

Tab.1: Zoznam poutzitych skratiek.




1. UvoD

Med' je jednym z esencidlnych prechodnych prvkov a v ludskom tele sa podiela na
mnohych fyziologickych procesoch. Pre spravne fungovanie organizmu je udrzanie
homeostazy medi nevyhnutné ajej poruchy vedu kréznym patologickym zmenam
a ochoreniam, ako je napriklad Wilsonova choroba, Menkesov syndrém, Alzheimerova
choroba a iné. Chelatory medi, latky schopné tvorit chelatacné komplexy s volnymi idonmi
medi, by mohli predstavovat slubné terapeutické rieSenie ochoreni spdsobenych
nadmernym mnozstvom tychto iénov v organizme[1].

Rastliny syntetizuju velké mnoZstvo organickych latok, ktoré vSeobecne rozdelujeme
do dvoch hlavnych kategdrii, ato primarne asekundarne metabolity. Primarny
metabolizmus je zadkladom pre vSetky Zivé organizmy aje charakterizovany ako suhrn
vzajomnych vztahov enzymovo-katalytickych reakcii, ktoré organizmu poskytuju energiu,
biosyntetické intermediaty a klicové makromolekuly (proteiny a DNA). Sekundarny
metabolizmus zahfiia najma biosyntetické procesy veduce ku vzniku sekundarnych
metabolitov. Sekundarne metabolity sice nie su pre Zivot rastlin nevyhnutné, plnia vsak
mnozstvo vyznamnych funkcii pri ochrane rastlin pred bylinoZzravcami, patogénmi a UV
Ziarenim, dalej posobia ako atraktanty pre opelovacov, podielaju sa na transporte kovov cez
biologické membrany, atd.[2] .

Podla chemickej struktury delime sekunddrne metabolity na (a) flavonoidy, fenolové
a polyfenolové zluceniny, (b) terpenoidy a (c) alkaloidy obsahujiuce dusik a zluceniny
obsahujuce siru. NajpocetnejsSiu skupinu fenolovych sekundarnych metabolitov tvoria
flavonoidy, ktoré sa dalej delia na rozne podskupiny — flavény, flavonoly, flavan-3-oly,atd[3].

Niektoré sekundarne metabolity by mohli predstavovat potencidlne chelatory medi

a chelataénej aktivite Siestich vybranych flavénov je venovana aj tato rigorézna praca.



2. CIEL PRACE

Cieflom tejto rigoréznej prace je nadviazat na doterajsi vyskum chelatacnej aktivity
prechodnych prvkov u flavonoidov, stanovit schopnost chelaticie ionov medi u Siestich
vybranych flavénov so substiticiou na kruhu A (5-hydroxyflavdn, baikalein, baikalin, chryzin,
mosloflavéon a negletein) pri Styroch réznych pH (4.5, 5.5, 6.8 a 7.5) a odvodit vztahy medzi

Strukturou tychto latok a ich med*-chelata¢nou aktivitou.



3. TEORETICKA CAST

3.1. STOPOVE PRVKY

Stopové prvky su prvky nevyhnutné pre spravny vyvoj a fungovanie ludského tela.
V organizme sa nachadzaju len v limitovanom mnozstve (cca do 0,005%). Tato skupina
obsahuje 8 prechodnych prvkov (med, vanad, chrom, magnézium, Zelezo, kobalt, zinok
a molybdén) a 3 nekovy (selén, fluér a jod). Mimoriadna pozornost je venovana medi (Cu),
zinku (Zn) a selénu (Se), ktoré maju v organizme vdaka svojim vlastnostiam ddlezité ulohy

v roznych biochemickych procesoch[4].

3.1.1. Med'

Med' bola jednym z vébec prvych objavenych kovov a spolu so zlatom a striebrom sa
dlho poutzivala pri razeni minci ¢i vyrobe zbrani. Existuju dokazy, Ze rozne nadoby na varenie,

vyrobené ¢i uz z medi alebo jej zliatin, sa pouzivali pred viac ako 5000 rokmi.

3.1.1.1. Chemické vlastnosti
Med' je chemicky prvok s proténovym cislom 29 av periodickej tabulke sa nachadza
medzi prechodnymi prvkami. Ide o uslachtily kov cervenej farby s kockovou, plosne
stredenou krystalovou Struktirou. Ma vysoku tepelnd vodivost, tvarnost za tepla aj za

studena a je korozii vzdorna[5].

3.1.1.2. Vyuzitie
Med' je na technické ucely vyuZivana bud ako cisty kov alebo vo forme :zliatin
s roznymi prvkami (mosadze, bronzy). Vaésina medenych vyrobkov nachadza uplatnenie pri
vyrobe elektrickych drétov, v pokryvacstve a klampiarstve. Je sucastou niektorych doplnkov
stravy av polhohospoddrstve sa zas vyuziva pri ochrane dreva, koZe atkaniv ¢i pri
osSetrovani choréb roznych polnohospodarskych plodin. VSeobecne zndme biocidne
vlastnosti medi sa vyuZivaju na kontrolu a prevenciu rastu Sirokej skaly mikrobialnych

organizmov[6-8].


http://sk.wikipedia.org/wiki/Tepeln%C3%A1_vodivos%C5%A5

3.1.1.3. Metabolizmus medi v ludskom organizme

U cicavcov je hlavnym zdrojom medi potrava a u ¢loveka je jej priemerny prijem asi
1 mg na den. Skonzumovana med' je absorbovana z ¢revného limen cez slizni¢nu bariéru do
intersticidlnej tekutiny a portalnej krvi. Tento viacstupfiovy proces je regulovany
nespecifickymi transportérmi kovov, ako su napriklad DMT1, ATP7A a CTR1. Z krvi je med
transportovand prevazne do pecene, centrdlneho organu skladovania a homeostazy medi,
v menSom mnozstve do obli¢iek, mozgu a dalSich tkaniv. Z pecene sa vylucuje bud do krvi,
kde cirkuluje naviazand na ceruloplazmin, alebo do ZI¢e. Oba tieto procesy su riadené génom

ATP7B a jeho poruchy mézu viest k nadmernej akumuldcii medi. Hlavnou cestou vylucovania

medi je ZI¢, mnoZstva vylucené v mocdi su zanedbatelné[9].

3.1.1.4. Biologicky vyznam

V ludskom organizme je med po Zeleze azinku tretim najrozsirenejSim stopovym
prvkom. Zabezpecuje spravne fungovanie réznych enzymov, ktoré sa zucastiuju doélezitych
metabolickych procesov, ako je napriklad bunkové dychanie, tvorba ATP, biosyntéza
neurotransmiterov, tvorba peptidovych hormaénov, eliminacia volnych radikalov, tvorba sieti
elastinu, kolagénu a keratinu, produkcia melaninu a homeostaza Zeleza. Med dalej
ovplyviuje myelinizaciu nervovych vlakien, reguldciu cirkadidnneho rytmu a taktiez savisi
s procesom koaguldcie aangiogenézy. Na druhej strane vsak modze byt vdaka svojim
chemickym vlastnostiam vysoko toxicka. Vyskytuje sa totiz v dvoch oxidacnych stavoch Cu (l)
a Cu (ll), medzi ktorymi dochddza k reverzibilnej vymene. Tato vymena je zakladom
enzymatickych reakcii, no méze viest aj k produkcii Skodlivych volnych radikalov, ktoré maju
za nasledok zavainé posSkodenia nukleovych kyselin, proteinov a lipidov. Citlivd reguldcia

homeostazy medi je teda pre spravne fungovanie organizmu klfti¢ovym bodom[6].

3.1.1.5. Med'v zdravi a chorobe
Poruchy mechanizmov zodpovednych za homeostdzu medi maju za nasledok vaine
zdravotné komplikacie postihujice najma mozog. NajcastejSimi chorobami spOsobenymi
vykyvom hladiny medi su Wilsonova choroba (prebytok medi) a Menkesov syndrom (deficit

medi[10].
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Wilsonova choroba

Wilsonova choroba je vzacne sa vyskytujuce, geneticky podmienené, metabolické
ochorenie charakterizované nadmernou akumulaciou medi a naslednou intoxikdciou pecene,
mozgu, rohovky (obr.1) adalSich organov. Porucha vyluCovania medi z organizmu je
spOsobena mutdciami génu ATP7B, zodpovedného za transport medi z hepatocytov do ZIce.
Defekt tohto génu spdsobuje, Ze med’ prijatd potravou nemdzZe byt inkorporovana do

transportného enzymu ceruloplazminu a nasledne z tela vyluéend[11].

Obr.1: Tzv. Kayser-Fleischer prsten — pigmentovy hrdzavo hnedy kruh okolo rohovky[12].

Menkesov syndrém

Menkesov syndrom je multisystémovda letdlna porucha metabolizmu medi
zapri¢inena mutdciami ATP7A génu. Medzi charakteristické prejavy patri progresivna
neurodegenerdacia, poruchy spojivového tkaniva, hypotermia, hypoglykémia, pretrvavajica
ZItacka po narodeni a Strukturne zmeny vlasov (obr.2). Klinicky priebeh tohto ochorenia je
velmi zavaZny a vacSina pacientov postihnutych klasickym Menkesovym syndrémom umiera
v rannom detstve do tretieho roka Zivota. MiernejSou formou je tzv. syndrom okcipitalneho

rohu (Occipital horn syndrome) postihujici najma spojivové tkaniva[9].

4 I i

Obr.2: Typické strukturne zmeny vlasov pri Menkesovom syndréme[13].

11



Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba, vyznadujuca sa cerebrovaskuldrnymi a neuronalnymi
poruchami veducimi k postupnému zhorSovaniu kognitivnych funkcii, je celosvetovo
najcastejSie sa vyskytujuca forma demencie[14, 15]. Medzi hlavné neuropatologické prejavy
patria senilné plaky (extraceluldrne depozity amyloidu-B) a neurofibrilarne klbka
(intracelularne agregaty tvorené proteinom tau)[16].

V sucasnosti je dostupnd len symptomaticka liecba, preto je na prevenciu kladeny
obrovsky doéraz. Medzi hlavné faktory ovplyviiujuce vznik a rozvoj Alzheimerovej choroby
patri vek, pohlavie, rodinna anamnéza, pritomnost APOE4 alely, systolicky krvny tlak, BMI,
hladina cholesterolu, fyzicka aktivita a sp6sob stravovania.

Je dokazané, Ze existuje korelacia medzi urcéitymi typmi stravy (napr. stredomorska
kuchyna) a znizenym vyskytom Alzheimerovej choroby. Medzi dve hlavné zlozky potravy
ovplyviiujuce rozvoj rbéznych ochoreni patria mikronutrienty (vitaminy a minerdly)
a makronutrienty (cukry, tuky, bielkoviny). Deficit mikronutrientov délezitych v metabolizme
aminokyselin a v antioxidacnych procesoch je spajany s kognitivnymi poruchami u starsich
[udi. Na druhej strane vysoky prijem nasytenych mastnych kyselin zvySuje oxidativny stres
a ukladanie amyloidu-B v mozgu.

U velkého mnoiZstva pacientov trpiacich Alzheimerovou chorobou su pozorované
poruchy v metabolizme medi, ktora hra podla viacerych studii klfu¢ovd rolu v procese
oxidativneho stresu. Oxidativny stres je patogénny proces velmi Uzko spojeny so vznikom
Alzheimerovej choroby, preto sa predpoklada, Ze potrava s nizkym obsahom medi by mohla

predchadzat vzniku tejto choroby[14, 17].

Ostatné ochorenia

Systémové zmeny spdsobené poruchami metabolizmu medi suU spojené aj s dalSimi
chronickymi  ochoreniami, ako napriklad diabetes, kardiovaskuldarne ochorenia,
aterosklerdza, atd. So zvySenou hladinou medi a naslednym oxidaénym stresom suvisi aj
vznik niektorych Specifickych nadorovych ochoreni (rakovina prsnika, krcka maternice,
vajecnikov, prostaty, pltc, zaludka a leukémia)[14].

Vzhladom na pritomnost porich homeostazy medi u réznych patologickych stavov,

by mohli chelatory medi predstavovat sfubny terapeuticky nastroj[18].
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3.2. SEKUNDARNY METABOLIZMUS RASTLIN

Rastliny su schopné syntetizovat obrovské mnozstvo organickych zlucenin, ktoré vo
vseobecnosti rozdelujeme na primarne a sekundarne metabolity, presné hranice medzi
tymito dvoma skupinami su vSak casto tazko definovatelné. Primarne metabolity hraju
esencidlnu ulohu pri Zivotne délezitych procesoch, ako je fotosyntéza, dychanie, spravny rast
a vyvoj. Do tejto kategdrie patria fytosteroly, lipidy, nukleotidy, aminokyseliny a organické
kyseliny. Sekundarne metabolity sice nie su pre Zivot rastliny nevyhnutné, maju vsak velky
vyznam pri ochrane rastlin pred bylinoZzravcami, mikrobidlnymi infekciami a UV Ziarenim,
posobia ako atraktanty pre opelovacov a pre zvierata roznasajuce semena na svojich telach
alebo v truse, dalej ako alelopatické medziclanky a signalne molekuly pri tvorbe korenovych
hluz fixujucich vzdusny dusik u strukovin.

Na zaklade biosyntetického povodu delime sekunddrne metabolity do troch hlavnych
kategorii — (a) flavonoidy, fenolové a polyfenolové zlGceniny, (b) terpenoidy a (c) alkaloidy
obsahujuce dusik a zluceniny obsahujuce siru.

Fenoly obsahuju vo svojej struktire najmenej jeden aromaticky kruh, na ktory je

naviazana jedna alebo viac hydroxylovych (—OH) skupin[3].

3.2.1. Flavonoidy

Najpocetnejsiu skupinu fenolov tvoria flavonoidy, ktoré su neoddelitelnou sucastou nasej
kazdodennej stravy. Nachddzaju sa najma v ovoci, zelenine, mnohych liecivych rastlinach
a mozeme ich ndjst napriklad aj v kdve, Caji alebo ¢ervenom vine. V ludskom organizme su
schopné ovplyviovat aktivitu réznych enzymov a regulovat fungovanie mnohych bunkovych
systémov. Niektoré flavonoidy vykazuju tiez vyrazné antioxidacéné, antihepatotoxické,
antialergické, protizapalové, antiosteoporotické, antidiabetické ¢i dokonca antitumordzne
vlastnosti[19, 20]. UZ v roku 1930 bola z pomarancov izolovana nova latka. V tej dobe bola
pomenovana ako vitamin P a aZ neskér sa zistilo, Ze Slo o flavonoid rutin. Odvtedy bolo

identifikovanych viac ako 4000 druhov flavonoidov[21].
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3.2.1.1. Struktdra a rozdelenie

Flavonoidy su polyfenolové sekundarne metabolity vyskytujice sa bud vo forme
aglykonu (necukornata zlozka) alebo naviazané na molekulu cukru vo forme glykozidu.
U vSetkych flavonoidov je zakladom Struktury tzv. flavan (obr.3), skladajici sa z dvoch
benzénovych jadier (A a B), ktoré su navzajom spojené trojuhlikatym retazcom — pyranom
(C). Podla typu substituentov naviazanych na zdkladny skelet sa flavonoidy delia na flavény,
flavonoly, flavan-3-oly, izoflavény, flavanény a antokyanidiny. V mensich mnoiZstvach je
mozné najst aj dihydroflavonoly, flavan-3,4-dioly, kumariny, chalkény, dihydrochalkény
a aurény (obr.4)[3].

Jednotlivé skupiny flavonoidov sa liSia Uroviiou oxidacie a substittciou na kruhu C.

V ramci skupiny sa jednotlivé zli¢eniny odliSuju substituciou na kruhoch A a B[21].

Obr.3: Flavan — spolocny Struktarny zaklad flavonoidov[22].
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3.2.1.2. Biosyntéza
Flavonoidy su biosyntetizované tzv. fenylpropanoidovou drdhou. Prvym krokom
biosyntézy flavonoidov je vznik 4-kumaroyl-koenzymu A (4-kumaroyl-CoA), odvodeného od
L-fenylalaninu. Ten vstupuje za pomoci enzymu chalkon-syntdzy (CHS) do kondenzacnej
reakcie stroma molekulami malonyl-koenzymu A (malonyl-CoA) avznika klucovy
medziprodukt — tetrahydroxychalkén. Prostrednictvom naslednych enzymaticky
katalyzovanych metabolickych modifikacii su rastliny schopné vytvarat rozne podskupiny

flavonoidov (obr.5)[23, 24].
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3.2.1.3. Farmakokinetika a metabolizmus

Flavonoidy nachadzajuce sa v ovoci, zelenine ¢i lieCivych rastlinach mézZu byt velmi
prospesné pri prevencii roznych ochoreni, ako su kardiovaskuldrne choroby alebo rakovina.
Tento efekt je zavisly na ich mnoZstve v potrave a schopnosti organizmu vstrebat tieto latky.

Metabolizmu a farmakokinetike flavonoidov je v poslednom desatro¢i venovana velka
pozornost. Podla $tudii existuju medzi jednotlivymi typmi flavonoidov znacné rozdiely a je
dokazané, Ze v strave najpocetnejSie obsiahnuté flavonoidy nemusia zakonite vykazovat
najvy3siu koncentraciu flavonoidov alebo ich metabolitov in vivo. Crevna absorpcia
jednotlivych flavonoidov sa pohybuje od 0 do 60% a polcas eliminacie od 2 do 28 hodin.
Absorbované flavonoidy podstupuju v epitelovych bunkach tenkého ¢reva a hlavne v peceni

rozsiahle metabolické premeny[25].

3.2.1.4. Biologicka aktivita

Rozsiahly vyskyt flavonoidov v rastlinnej riSi nie je ndhodny. Nielen Ze maju v kvetoch
funkciu farbenych pigmentov, ale pdsobia tiez ako inhibitory enzymov, prekurzory toxickych
latok, chelatacné ¢inidla Skodlivych kovov, redukéné Cinidla a taktiez chrania rastliny pred UV
Ziarenim. Zaroven su zapojené do procesov, ako je fotosyntéza, dychanie, prenos energie,
morfogenéza, aktivita rastlinnych rastovych horménov, reguldcia a génova expresia.
Prostrednictvom potravinového retazca sa flavonoidy dostavaju aj do fudského organizmu.
Existuje velké mnoZstvo uUdajov dokazujucich Siroku skalu biologickych aktivit flavonoidov
ulfudi. Vmedicine su napriklad vyuZivané na ochranu cievnej integrity, ako
antiosteoporotické alebo antihepatotoxické prostriedky. U niektorych flavonoidov bola
testovand ich aktivita na experimentdlnych nddorovych modeloch, a to in vitro aj in vivo. Iné
flavonoidy zas vykazuju inhibi¢nu aktivitu réznych enzymov. Vdaka svojim antiulceréznym,
antispasmodickym a antidiarhoickym uc¢inkom priaznivo ovplyviuju aj gastrointestinalny
trakt[24]. Flavonoidy teda vykazuju Sirokd paletu biologickych vlastnosti, najlepsie

prestudovana je vsak ich schopnost posobit ako antioxidanty.
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Antioxidacna aktivita flavonoidov

Velké mnoZstvo volnych radikdlov v Zivych organizmoch méZe sposobit rozsiahle
poskodenia tkaniv, bunkovu smrt, alebo mézZe viest k réznym ochoreniam, ako je rakovina,
kardiovaskuldrne poruchy, ateroskleréza, nervové poruchy a mnohé iné.

Antioxidanty su latky schopné vychytavat volné radikaly a zabrariovat tak zavainym
posSkodeniam organizmu. Antioxidacné posobenie bolo dokazana aj u mnohych flavonoidov
atiez flavonov. Ich antioxida¢nd aktivita zavisi najma od usporiadania funkénych skupin.
Substitucia, konfiguracia a celkovy pocet hydroxylovych skupin vyznamne poOsobia na
mechanizmus antioxidacného poésobenia, ¢i uz na vyplavovanie volnych radikalov alebo
schopnost vytvarat chelatacéné komplexy siéonmi prechodnych kovov (med, Zelezo), ¢im
ovplyvriuju ich dostupnost ako katalyzatorov oxidacno-redukénych procesov[21].

Antioxidacna aktivita flavonoidov je vo vSeobecnosti spojend s troma chemickymi znakmi
(obr.6):

- ortho-dihydroxy Struktura v kruhu B
- pritomnost dvojnej vazby medzi 2. a 3. uhlikom v kruhu C
a/a lebo

- pritomnost oxo skupiny na uhliku 4 v kruhu C

HO Ny
| O
0 ( JoH
OH
Obr.6: Vplyv chemickej Struktury na antioxida¢nu aktivitu flavonoidov[26].

Flavony, ako napriklad chryzin, luteolin ¢i apigenin, obsahujice na kruhu A alebo B
dve aZz tri hydroxylové skupiny vykazuji antioxida¢nu aktivitu uz vo velmi nizkych

koncentracidch[27].
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Flavonoidy a ochorenia srdca

Epidemiologické pozorovania, klinicky vyskum ako aj experimentalne Studie dokazuju
ochranny ucinok flavonoidov a flavénov (apigenin, akacetin) na kardiovaskularny systém. Ich
protektivne ucCinky zahffiaju inhibiciu oxidacie LDL lipoproteinov, zniZenie cievnej
permeability, antiagrega¢nu a antiflogisticki aktivitu, hypotenzné a priame vazodilatacné
posobenie. Tento biologicky potencidl flavonoidov otvdra nové mozZnosti ich vyuzitia
v primarnej asekundarnej prevencii aterosklerézy ajej klinickych nasledkov (infarkt
myokardu, mozgovd mrtvica, atd.) ¢ dokonca ako potencidlnych terapeutickych

prostriedkov[27, 28].

Antitumordzny efekt

Rakovina je jedno z najrozsirenejsich smrtelnych ochoreni, postihujuce ludi na celom
svete. V dosledku tohto ochorenia dochadza k progresivnej transformacii zdravych buniek na
maligne[27].

Podla niektorych studii méze prijem flavonoidov v potrave znizit riziko vzniku nadorovych
ochoreni prsnikov, hrubého c¢reva, pluc, prostaty a pankreasu. Predpokladanym
mechanizmom protinddorového Gcéinku by mala byt inhibicia proliferacie, zapalu, invazie,
metastdaz a aktivacia apoptdzy[29].

Medzi flavony redukujice riziko rakoviny traviaceho alebo dychacieho traktu patri
napriklad luteolin. Apigenin zas mdZe viest k zniZzeniu miery recidivy a riziku vzniku urcitych
druhov rakoviny, prevaine prsnika, zaZivacieho traktu, koZe, prostaty a niektorych

hematologickych malignit[27].

Antihepatotoxicka aktivita

Flavonoidy ziskané z pestreca marianskeho, Sylibum marianum (Asteraceae), boli po
starotia pouzivané vIudovom lieéitelstve na lie€bu ochoreni peéene. U&inné zloiky
nachdadzajuce sa v zmesi nazyvanej sylimarin maju preukazatelne pozitivny efekt na zdravé,
alebo nie trvalo poskodené bunky, no vykazuji tiez priaznivy vplyv na regeneracnu
schopnost pecene po Ciastocnej hepatektomii. Antihepatotoxicky ucinok bol zisteny aj

u dalsich flavonoidov, ako napriklad kolaviron, hispidulin, kvercetin alebo oxerutin[21, 24].
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Antialergicka aktivita
Antialergicky efekt flavonoidov sa vysvetluje ich schopnostou ovplyvriovat produkciu
histaminu. Flavonoidy inhibuju enzymy zodpovedné za uvolfiovanie histaminu z mastocytov

a bazofilnych granulocytov. Ako priklad méZzeme uviest flavonoid kvercetin[24].

Protizapalova aktivita

Zapal je prirodzend reakcia imunitného systému na akutne poranenie tkaniva,
mikrobialnu infekciu alebo chemické podrazdenie. DIhodoby zapal vsak méze viest k roznym
typom chronickych ochoreni. Vyznamnd ulohu zapal zohrdva napriklad pri astme,
aterosklerdze, Alzheimerovej chorobe, reumatoidnej artritide, diabete, Crohnovej chorobe
a mnohych dalSich. U niektorych flavonoidov, ako napriklad hesperidin, apigenin, luteolin
alebo kvercetin, bola preukdzana schopnost vyznamne ovplyviiovat funkciu imunitného
systému a zapalovych buniek. Zasahuju najmd na udrovni enzymatickych systémov,
podielajucich sa na vzniku zapalového procesu, predovsetkym tyrozin a serin-treonin protein

kinazy[21, 27].

Diabetes mellitus

Nesprdvne stravovanie a celkovy Zivotny Styl ma casto za nasledok obezitu, ktord moze
viest az k inzulinovej rezistencii a vzniku diabetes mellitus druhého typu.

Znacny doraz je preto kladeny najma na prevenciu vzniku tohto ochorenia a na zniZenie
rizikovych faktorov. Z rastlinnej riSe sa osvedcilo niekolko flavonov ako napriklad baikalin
a luteolin, ktoré su schopné inhibovat a-glukozidazu, enzym Stiepiaci v tenkom c¢reve vyssie
sacharidy obsiahnuté v potrave na jednoduché monosacharidy (glukézu). Tieto

flavony vykazuju tiez potencidl zniZzovat postprandidlnu hyperglykémiu[27, 30].

Flavonoidy a ochorenia GIT

Flavonoidy mo6Zu priaznivo ovplyviiovat aj rézne poruchy gastrointestindlneho traktu,
ako su Zaludocéné vredy, hnacka, chronicky zapal ¢i rakovina. Pri ochrane sliznic uplatfiuju
flavonoidy rozlicné mechanizmy - inhibicia sekrécie Zaludocnej kyseliny, priamy
prostaglandin E2 zavisly cytoprotektivny efekt ¢&i antioxidacné pbsobenie. Ich baktericidny

ucinok na Heliobacter pylori zas spomaluje ¢revni motilitu a sekréciu a zlepsuje tak akutne
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i chronické hnacky. Ochrana crevnej sliznice pred oxidaénym stresom redukuje chronické
zapalové procesy[31].

Flavén rutin je znadmy svojim ulceroprotektivnymi ucinkami proti Zalido¢nym léziam
sposobenych alkoholom a tiez proti gastritide a peptickému vredu vyvolanych oxidativnym
stresom a zapalom. Daldim potencidlnym flavénom by mohol byt nobiletin, u ktorého je
dokazany protektivny ucinok pred poskodenim Zaludocnej sliznice potkanov alkoholom
a kyselinou chlorovodikovou. Gastroprotektivne ucinky boli tiez dokdzané u chryzinu,

baikalinu, ¢i oroxylinu A[27].

Antibakteridlna, antifungalna a antiviroticka aktivita

Neustaly narast odolnosti patogénnych virusov, baktérii, hub a prvokov voci dostupnym
liekom je celosvetovym problémom. Preto je Coraz vacsia pozornost venovand hladaniu
novych potencidlnych latok s odliSnymi mechanizmami ucinku. Jednou z moznosti by mohli
byt aj rastlinné flavonoidy, ktoré maju vo svojom bohatom spektre biologickych aktivit aj
preukazatelné antimikrobialne, antivirotické a antifungalne uGcinky[32, 33].

Antimikrobidlne ucinky flavonoidov boli pozorované u Sirokej skaly mikroorganizmov in
vitro (Escherichia coli, Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Shigella, Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus, atd.[21, 32]. Medzi flavény s antimikrobidlnou aktivitou patria
luteolin, apigenin, 8-bromoflavén a iné[27].

Antiviroticka aktivita flavonoidov je spojend hlavne s inhibiciou réznych enzymov
spojenych so Zivotnym cyklom testovanych virusov (herpes simplex virus typ 1 a 2, influenza
virus, adenovirus, poliovirus, HIV, respiracny syncycidlny virus, varicella zoster virus, atd[33].
Spomedzi flavénov su to skutelarin, dinatin, robustaflavéon a dalSie.

Iné typy flavénov su zas zname schopnostou inhibovat klicenie spér rastlinnych
patogénov, preto bolo ich antifungalne poutzitie skimané aj u ¢loveka. Ako priklad mézeme

uviest ginkgetin, bilobetin alebo izokryptomerin[27].

Anti-HIV aktivita
AIDS predstavuje najvacSiu a najni¢ivejSiu pandémiu sucasnosti, ktorou bolo
v celosvetovom meradle infikovanych priblizne 70 milidénov ludi. Niektoré potencidlne lieciva

s uz v klinickom testovani, no problémom su hlavne ich zavainé vedlajsie ucinky. Urcitym
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rieSenim by mohli byt v buduicnosti aj niektoré typy flavonoidov, u ktorych bola anti-HIV
aktivita vedecky dokazana. Z flavénov ide o morin, kverketagetin, talasiolin €i
3-methoxyflavén[27].
Ostatné ucinky

Flavonoidy a flavony ovplyviiuju aj mnohé dalSie biologické procesy a predstavuju
Siroku Skalu dalSich velmi zaujimavych aktivit. Niektoré z nich pdsobia napriklad ako
inhibitory  xantin-oxiddzy, fosfodiesterdzy, maju  spazmolyticky, vazorelaxacny,
antitromboticky, fotoprotektivny, antiosteoporoticky, imunomodulaény ¢i antihelminticky

ucinok. DalSie sa zas vyuzivaju v terapii hyperplazie prostaty[27].

3.2.2. Potraviny a liecivé rastliny bohaté na flavonoidy

Flavonoidy tvoria najpocetnejsiu skupinu fenolovych zlucenin a vyskytuju sa prakticky
vo vsetkych castiach rastlin. Tieto rastlinné metabolity si neoddelitelnou suéastou fudskej
a zvieracej stravy. Flavonoidy su v potravinach zodpovedné najma za farbu, chut, prevenciu
tukov pred oxidaciou a ochranu vitaminov aenzymov. V ludskej strave patria medzi
najhojnejsie zastupené flavonoidy sdjové izoflavony, flavonoly a flavény. Vo vaésine ovocia
zas moOzeme najst proanthokyanidiny, ich mnoiZstvo je vSak velmi variabilné. Priprava
a spracovanie potravin moze hladinu flavonoidov vyrazne zniZovat.

Velka pozornost je vdaka rozsiahlym biologickym vlastnostiam v sucasnosti venovana
aj lie¢ivym rastlinam s obsahom flavonoidov. Ako priklad méZzeme uviest izoflavan glabridin,
obsiahnuty v sladovke hladkoplodej, Glycyrrhiza glabra (Fabaceae), ktory je schopny
inhibovat oxidaciu LDL a chranit tak organizmus pred vznikom kardiovaskularnych choréb.
V boji proti tejto skupine ochoreni by mohlo preventivne pdsobit aj pitie Cierneho alebo
zeleného ¢aju, ktoré ma za nasledok zniZzovanie koncentracie cholesterolu v krvi a krvného
tlaku. Podla niektorych studii by mohli mat flavonoidy vyskytujice sa v bobuliach pozitivny
ucinok na pamat u starsich fudi. Terapeuticky efekt flavonoidov ovplyvriuje predovsetkym ich
rozpustnost.

Priklady potravin — citrusy, ¢aj, Cervené vino, bobule, cibula, ovocné a paradajkové Supy.
Priklady lieCivych rastlin — Ruta graveolens (Rutaceae), Cannabis sativa (Cannabaceae),

Fagopyrum esculentum (Polygonaceae), Aloe vera (Aloaceae)[21, 34-36].
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3.2.3. Mikrobidlna produkcia flavonoidov

Vzhladom na nizke mnozZstva flavonoidov ziskanych rastlinnou produkciou a extrémnost
reakénych podmienok pri chemickej produkcii sa v sic¢asnosti mnoho vyskumnych skupin
zameriava na produkciu flavonoidov v mikroorganizmoch, ato prostrednictvom
metabolického inZinierstva a syntetickej biolégie. Na tento ucel su vyuzivané rbzne
prokaryoty a eukaryoty, ako napriklad E. coli Saccharomyces cerevisiae, Streptomyces

venezuelae a Phellinus igniarius[37-39].
3.2.4. Flavény

Flavony su jednou z hlavnych podskupin flavonoidov. Ide o prirodné produkty, patriace

do skupiny kyslikatych heterocyklov, pritomnych najma v ovoci a zelenine.

Vo vyznamnejsSich mnozstvach sa nachadzaju v zeleri, petrzlene, niektorych bylinach

a polymetoxylované flavény boli objavené v citrusoch. Su sucastou kazdodennej stravy
a vdaka mnozstvu biologickych Gcinkov maju na nase zdravie pozitivhy vplyv. Podobne ako
flavonoidy vykazuju napriklad antioxidacnu, protizdpalovy, antimikrobidlnu, antialergickd,
protinddorovdy, ¢i cytotoxicku aktivitu.

Rozne biologické Ucinky su zavislé od povahy substituentov na zakladnom flavénovom
skelete. Aj ked su u flavénov pozorované na zakladnom skelete rézne druhy substitlcii, ako
napriklad hydroxyldcia, metyldcia, O- alebo C-alkylacia, ¢i glykozylacia, najcastejSie sa
vyskytuju v podobe tzv. 7-O-glykozidov.

Flavény su bezfarebné az zlté krystalické latky, rozpustné vo vode a ethanole. Vznikaju
cyklyzaciou z chalkénov (obr.7)[3, 40, 41].
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Obr.7: flavonoid =>chalkdén = flavén.

Tato praca je venovana biologickej aktivite nasledujucich Siestich vybranych flavénov.
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3.2.4.1. 5-HYDROXYFLAVON (Primuletin)

- antioxida¢ny a protizapalovy ucinok

- schopnost aktivovat vapnikové a ATP-senzitivnhe draselné kanaly, o ma za nasledok
vazorelaxacny efekt

- slaby cytotoxicky efekt na B 16 melandmové bunky

- antagonisticky uc¢inok na androgénovy receptor, moziné vyuzitie v terapii rakoviny
prostaty

- vdaka pritomnosti chelatac¢nej 5-hydroxy-4-keto skupiny je schopny vytvarat komplexy
s idnmi kovov (Cu (ll), Fe (l11), atd’)

Vyskyt — rastliny patriace do Primula sp.(Primulaceae) a Dionisya sp. (Primulaceae)[42]

Obr.8: 5-hydroxyflavon

3.2.4.2. BAIKALEIN

- aglykdn baikalinu

- vdaka schopnosti inhibovat niektoré typy lipoxigenaz vykazuje protizapalovu aktivitu

- hepatoprotektivny uc¢inok, v tradicnej cinskej medicine je wvyuZivany pri réznych
ochoreniach pecene, ako napriklad hepatitida, Zltacka, karcinédm a cirhéza

- schopnost indukovat apoptézu v rakovinovych bunkach pankreasu (ucinnejsi nez
baikalin)

- antibakteridlny uc¢inok

- schopnost tvorit chelatacné komplexy s ionmi kovov

Vyskyt — Scutellaria baicalensis (Lamiaceae), Oroxylum indicum (Bignoniaceae)[43-47]
HO. l o} O
HO
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Obr.9: Baikalein
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3.2.4.3. BAIKALIN
- glukuronid baikaleinu
- hepatoprotektivny ucinok , v tradi¢nej Cinskej medicine je vyuzivany pri ochoreniach
pecene, ako napriklad hepatitida, Zltacka, karcindm a cirhdza
- schopnost indukovat apoptdzu v rakovinovych bunkach pankreasu
- schopnost tvorit chelatacné komplexy s ionmi kovov

Vyskyt — Scutellaria baicalensis (Lamiaceae)[43, 46, 47]

OH o

Obr.10: Baikalin

3.2.4.4. CHRYZIN
- silny inhibitor aromatdzy, enzymu zodpovedného za premenu testosterénu na estrogény,
vo vysokych davkach sa pouziva na zvysenie hladiny testosterdnu
- protizdpalovy ucinok
- potencidlny anxiolyticky ucinok
Vyskyt — Passiflora caerulea (Passifloraceae), Passiflora incarnata (Passifloraceae), Oroxylum

indicum (Bignoniaceae)[48-51]

Obr.11: Chryzin
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3.2.4.5. MOSLOFLAVON
- antioxida¢né pésobenie
- protizdpalovy efekt
- imunomodulacny ucinok

Vyskyt — Desmos chinensis (Annonaceae), Actinocarya tibetica (Boraginaceae)[52-54]

Obr.12: Mosloflavon

3.2.4.6. NEGLETEIN
- antioxida¢né pbésobenie
- protizdpalovy efekt
- imunomodulacny ucinok
Vyskyt — Centaurea clementei (Asteraceae), Actinocarya tibetica (Boraginaceae), Mosla

chinensis (Lamiaceae), Bauhinia purpurea (Fabaceae)[52-56]

Obr.13: Negletein

26



4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. POMOCKY

4.1.1. Material

o 96-jamkové mikrotitracné dosticky (Brand)
o Automatické pipety réznych objemov

o Viackandlové pipety r6znych objemov (Brand)

4.1.2. Chemikalie

o Dimethylsulfoxid (DMSQO) (Lach-Ner)

o Disodna sol bathocuproindisulfonovej kyseliny (BSC) (Sigma Aldrich)

o Hematoxylin (HEM) (Sigma Aldrich)

o Hydroxylamin hydrochlorid (HA) (Sigma Aldrich)

o Pentahydrat siranu mednatého (CuSO4.5H,0) (Sigma Aldrich)

o Pufre —octan sodny (pH 4,5 a 5,5) a HEPES (pH 6,8 a 7,5)

o Testované latky (Sigma Aldrich) — flavony — 5-hydroxyflavén, baikalein, baikalin,

chryzin, mosloflavén, negletein

4.1.3. Pristrojové vybavenie

o Analytické vahy KERN ABT120-5DM

o Spektrofotometer pre mikrotitracné dosticky SYNERGY HIT Multi-Detection
Microplate Reader (BioTec Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

o Trepacka na mikrotitracné dosticky IKA®MS 3 digital

o Trepacka na skumavky IKA®VORTEX GENIUS 3

o Ultrazvukovy kupel KRAINTEK®
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4.2. PRIPRAVA ROZTOKOV

4.2.1. Priprava zakladnych roztokov

o Disodnd sol' bathocuproindisulfénovej kyseliny (BCS) — 5 mM roztok bol
pripraveny rozpustenim prisluSného mnozstva BCS v destilovanej vode

- Mw (BCS) = 564,54 g/mol

o Hydroxylamin hydrochlorid (HA) — 100 mM roztok bol pripraveny rozpustenim
prislusného mnozstva HA v destilovanej vode

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

o Medhnaté iény (Cu**) — 5 mM roztok Cu®" bol pripraveny rozpustenim prisluiného
mnozstva pentahydratu siranu mednatého (CuSO4.5H,0) v destilovanej vode

- Mw (CuS04.5H,0) = 249,69 g/mol

o Medné iény (Cu®) — 5mM roztok Cu’ bol pripraveny rozpustenim prisluiného
mnozstva chloridu medného (CuCl) vo vodnom roztoku 0,1 M kyseliny
chlorovodikovej (HCI) a 1 M chloridu sodného (NaCl)

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

o Pufre — roztoky pufrov boli pripravené z octanu sodného pre pH 4,5 a5,5

azHEPES prepH 6,82 7,5

4.2.2. Priprava pracovnych roztokov

o Hydroxylamin hydrochlorid (HA) — 1 mM a 10 mM roztok HA v destilovanej
vode

o 16ny medi Cu* a Cu** - 250 uM roztoky v DMSO

o Testovana latka (flavény) — zdkladny roztok obvykle 10 mM v DMSO, dalsie

riedenia v DMSO podla potreby
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4.3. VSEOBECNE POSTUPY

4.3.1. BCS test — Cu’ - Chelatacia mednych iénov v pufre (pH 4.5,5.5,6.8,7.5)

Do vsetkych jamiek mikrotitraénej dosky sme napipetovali 100 ul prislusného pufru, 50 pl

HA -1 mM (pH 6.8 a 7.5) alebo 10 mM (pH 4.5 a 5.5), 50 pl 250 pl roztoku Cu® iénov v DMSO
a nechali miesat 1 minUtu na trepacke. Do testovacich jamiek sme pridali 50 pl testovanej
latky prislusnej koncentracie, do kontrolnych jamiek zas 50 ul DMSO a nechali miesat

2 minuty. Nakoniec sme pridali 50 pl 5 mM roztoku BCS alebo vody (obr. 14). Vodu je nutné

pipetovat ako prvd. Absorbanciu sme merali pri 484 nm v ¢ase 0 a 5 minut (druhé meranie

sme spustili v ¢ase 4 min 30 s).

Obr.14: Schéma mikrotitra¢nej dosticky.

Findlny obsah jamky:

100 pl pufru
50 pul HA (1 mM/10 mM)

50 ul 250 pl roztoku Cu’ v DMSO
50 upl testovanej latky (flavén) / 50 ul DMSO
50 ul 5 mM roztoku BCS / vody

Roztok testovanej latky c,—¢

Kontrolné jamky c=0
Jamky s indikatorom

Slepé vzorky
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4.3.2. BCS test — Cu”* - Chelatacia mednatych iénov v pufre (pH 4.5,5.5,6.8,7.5)

Do vsetkych jamiek mikrotitracnej dosky sme napipetovali 100 ul prislusného pufru.
Do testovacich jamiek sme pridali 50 pl testovanej latky prislusnej koncentracie a do
kontrolnych jamiek zas 50 pul DMSO. Do vsetkych jamiek sme pridali 50 pl 250 pl roztoku
Cu® i6nov vDMSO a nechali mieat 2 minuty na trepacke. Potom sme pridali 50 ul
roztoku HA — 1 mM (pH 6.8 a 7.5) alebo 10 mM (pH 4.5 a 5.5) a nechali miesat 1 mindtu
na trepacke. Nakoniec sme pridali 50 pul 5 mM roztoku BCS alebo vody (obr. 15). Vodu je
nutné pipetovat ako prvd. Absorbanciu sme merali pri 484 nm v ¢ase 0 a 5 minut (druhé

meranie sme spustili v ¢ase 4 min 30s).

Obr.15: Schéma mikrotitracnej dosticky.

Findlny obsah jamky:
- 100 ul pufru
- 50 pl testovanej latky (flavén) / 50 pl
DMSO

- 50 ul 250 pl roztoku Cu’ v DMSO
- 50 ul HA (1 mM/10 mM)

- Roztok testovanej latky ¢, —c

- Kontrolné jamky c=0

8 Jamky s indikatorom

% Slepé vzorky
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4.4. STATISTICKA ANALYZA

MnoZstvo zostavajucej medi bolo vypocitané z rozdielu absorbancie medzi testovanou
latkou (vzorka s indikdtorom) a jeho zodpovedajiceho blanku (vzorka bez indikatora)
vydeleného rozdielom kontrolnej vzorky (zndme mnozstvo medi bez testovanej latky) a jej
blanku.

Na Statistickd analyzu bol pouzity program MS Excel a GraphPad Prism verzia 6 pre
Windows (GraphPad Software, USA). Pri porovnani Uc¢innosti jednotlivych cheldtorov bol
pouzity test ANOVA s Bonferroniho post testom. VSetky krivky boli zostavené z najmenej
piatich bodov, od 0 po 100 % chelataciu.

Vysledky boli spracované ako priemer + smerodajnej odchylky vypocitanej podla

x—x 2
vzorca: ¢ =
n
Xeverrern stredna hodnota vzorky
Nvereen velkost vzorky

Rozdiely medzi testovanymi latkami boli zistované porovnanim 95 % konfidenénych

intervalov.
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5. VYSLEDKY

5.1. KALIBRACNA KRIVKA

Z nameranych hodn6t absorbancii v ¢ase 5 minut (tab.2) bol zostrojeny graf kalibracnej

krivky. Boli pouzité nasledovné koncentracie mednatych iéonov: 0 uM, 50 uM, 100 uM, 150

UM, 200 uM a 250 uM (obr.17). Zavislost absorbancie na koncentracii mednatych idnov je

linearna(obr.16).

pH 6,8 5 min
Zakladna c [uM] 0 50 100 150 200 250
Finalna c [uM] 0|8,333333 | 16,66667 25(33,33333|41,66667
A + bathocubroin 0,051 0,139 0,233 0,336 0,406 0,502
P 0,045 0,13 0,224 0,317 0,391 0,488
. 0,042 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
A — bathocuproin
0,041 0,038 0,04 0,039 0,042 0,039
. 0,0095 0,1 0,193| 0,2965 0,365| 0,4625
A rozdiel
0,0035 0,091 0,184| 0,2775 0,35| 0,4485
Priemer 0,0065| 0,0955| 0,1885 0,287| 0,3575| 0,4555
SD 0,005| 0,09325| 0,18625|0,28225| 0,35375 0,452

Tab.2: Namerané hodnoty absorbancie v ¢ase 5 minut.

0,5

Kalibraéna krivka Cu?*iénov

0,45

0,4

0,35

0,3

0,25
0,2

Absorbancia (A) 484 nm

0,15

0,1
0,05

10

Finalna koncentracia Cu?* [umol.l'}]

20

30

40

50

y =0,0107x + 0,0082
R? = 0,9986

Obr.16: Kalibra¢na krivka mednatych idnov v ¢ase 5 minut.
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XXX Y

Obr.17: Schéma mikrotitra¢nej dosticky pri stanoveni chelatacie Cu2+ iénov

X

- Roztok testovanej latky ¢, —c

=0

- Kontrolné jamky c

Jamky s indikatorom

&

% Slepé vzorky

33



5.2. CHELATACIA MEDI U VYBRANYCH FLAVONOV

100+

80+

60+

404

% chelatacie Cut* ionov

201

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
log 5-hydroxyflavén: Cut

Obr.18: Chelatacia Cu® pri réznych hodnotach pH: 5-hydroxyflavén.

* 100+

80

% chelatacie Cu?* idnov

15 1.0 05 0.0 0.5 1.0
log 5-hydroxyflavon: Cu?*

Obr.19: Chelatacia Cu** pri roznych hodnotéch pH: 5-hydroxyflavon.

e pH45

pH 5.5
— pH638
- pH75

-~ pH45

pH5.5
— pHE.8
- pH75
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100+ pH 5.5

% chelatacie Cut idnov

0 k- T : T 1
-2 - 0 1 2

log baikalein: Cu*

Obr.20: Chelatacia Cu® pri réznych hodnotach pH: baikalein.

100- pH 5.5

% chelatacie Cu?t ionov

log baikalein: Cu?*

Obr.21: Chelatéacia Cu** pri roznych hodnotéch pH: baikalein.
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pH 5.5
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
log baikalin: Cu*
Obr.22: Chelatacia Cu® pri réznych hodnotéach pH: baikalin.
: - pH45
1001 pH 5.5
: — pH638
- pH75

(5
o
1

% chelatacie Cu?t idnov
N
1

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

log baikalin: Cu?*

Obr.23: Chelatéacia Cu** pri roznych hodnotéach pH: baikalin (pri koncentracii 10 a 25 mM

tvori baikalin zrazeniny, javi sa to ako 100 % chelatdcia).
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- pH75
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-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
log chryzin: Cu*
Obr.24: Chelatacia Cu®: chryzin.
- pH45
100+ oH 55
— pH68
= pH75

% chelatacie Cu?t ionov

04
-0.5

Obr.25: Chelatacia Cu®*

; . T T
0.0 0.5 1.0 1.5

log chryzin: Cu?*

pri réznych hodnotdch pH: chryzin.

37



1004
=
<)
c
©
+
3
O
Q
‘Q
U
® 50-
a
L
[®]
xR

0
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Obr.26: Chelatacia Cu® pri réznych hodnotach pH: mosloflavén.
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Obr.27: Chelatacia Cu** pri roznych hodnotéch pH: mosloflavén.
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100+

50+

% chelatacie Cut idnov

log negletein: Cu*

Obr.28: Chelatacia Cu® pri réznych hodnotéach pH: negletein.

100 -

% chelatacie Cu?tidnov

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

log negletein: Cu?*

Obr.29: Chelatacia Cu** pri roznych hodnotach pH: negletein.
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5.3. KONFIDENCNE INTERVALY

pH 4.5 baikalein
_m nhegletein
5-OH

100+ )
+ mosloflavon

% chelatacie Cu* idnov
[4,]
[==]

log flavonoid: Cu*

Obr.30: Porovnanie chelatacie Cu® idnov u vybranych flavénov pri pH 4.5 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.

pH 45 baikalein
_m negletein
5-OH
+ Mmosloflavon

100 1

% chelatacie Cu?* idnov
n
(=]

~

0 1

log flavonoid: Cu?*

Obr.31: Porovnanie chelatacie Cu** iénov u vybranych flavénov pri pH 4.5 so znazornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.32: Porovnanie chelatacie Cu* idnov u vybranych flavénov pri pH 4.5 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.

pH 4.5

. . baikalein
100 : : ~m baikalin

% chelatacie Cu?t iénov

0 I E——
-1 0 1

log flavonoid: Cu?*

Obr.33: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 4.5 so znazornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.34: Porovnanie chelatacie Cu® idnov u vybranych flavénov pri pH 4.5 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.35: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 4.5 so znazornenim

konfidencnych intervalov.
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pH 5.5 haikalein
_m negletein
: : 5-0OH
100+ + Mmosloflavon

% chelatacie Cu* idnov
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1

log flavonoid: Cu*

Obr.36: Porovnanie chelatacie Cu® idnov u vybranych flavénov pri pH 5.5 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.

pH 5.5 baikalein
_m negletein
: : 5-OH
100+ + Mmosloflavon

% chelatacie Cu?tidnov
[4,]
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Obr.37: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 5.5 so znazornenim

konfidencnych intervalov.



pH 5.5

baikalein
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Q
1

1

log flavonoid: Cu*

Obr.38: Porovnanie chelatacie Cu® idnov u vybranych flavénov pri pH 5.5 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.

pH 5.5

baikalein

1004
-m baikalin

% chelatacie Cu?tidnov

log flavonoid: Cu?*

Obr.39: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 5.5 so znazornenim

konfidencnych intervalov.
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pH 5.5

: : chryzin
100+ : -m mosloflavon
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log flavonoid: Cu*

Obr.40: Porovnanie chelatacie Cu® idnov u vybranych flavénov pri pH 5.5 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.
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: : chryzin
100+ ; : -#- mosloflavon
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2
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Obr.41: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 5.5 so znazornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.42: Porovnanie chelatacie Cu® idnov u vybranych flavénov pri pH 6.8 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.43: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 6.8 so znazornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.44: Porovnanie chelatacie Cu®* idnov u vybranych flavénov pri pH 6.8 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.

pH 6.8

100+ baikalein
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log flavonoid: Cu?*

Obr.45: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 6.8 so znazornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.46: Porovnanie chelatacie Cu® idnov u vybranych flavénov pri pH 6.8 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.47: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 6.8 so znazornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.48: Porovnanie chelatacie Cu® idnov u vybranych flavénov pri pH 7.5 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.49: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 7.5 so znazornenim

konfidencnych intervalov.



pH 7.5

100 -

% chelatdcie Cut* idnov

log flavonoid: Cu*

-
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Obr.50: Porovnanie chelatacie Cu® idnov u vybranych flavénov pri pH 7.5 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.51: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 7.5 so znazornenim

konfidencnych intervalov.
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pH7.5
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Obr.52: Porovnanie chelatacie Cu® idnov u vybranych flavénov pri pH 7.5 so zndzornenim

konfidencnych intervalov.
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Obr.53: Porovnanie chelatacie Cu** i6nov u vybranych flavénov pri pH 7.5 so znazornenim

konfidencnych intervalov.
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5.4. STABILITA KOMPLEXOV S MEDNYMI A MEDNATYMI IONMI

5.4.1. Medné iény

<
5100- i’ . * . _’I‘_ N
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trientin®
5-OHF |
chrysin-
mosloflavon-
negletein-
baikalein®-
baikalein®-

Obr.54 Porovnanie stability komplexov flavonoid-medné idny so Standardom trientinom.

5.4.2. Mednaté iony
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Obr.55: Porovnanie stability komplexov flavonoid-mednaté iény so Standardom trientinom.

apH6.8,7.5
PpH 4.5 55
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5.5. POROVNANIE CHELATACNEJ AKTIVITY JEDNOTLIVYCH FLAVONOV

Cu®* 4.5 OH Cu?*4.5/5.5
Cu* 4.5/5.5 Cu*4.5-6.8
Cu?* 5575 1
Cu*6.8/7.5 Cu*75
Cu?* 45 -
cut Cu* 5.5-7.5
Cu?* 6.8/7.5
Cu*5.5/6.8 Cu* 7.5
Cu®* 4.5/55 24
+ CU
Cu*7.5/4.5 .
Cu*4.56.8

Obr.56: Efekt substittcie na kruhu A. (A) 5-hydroxyflavén, (B) chryzin, (C) mosloflavon, (D)
negletein, (E) baikalin, (F) baikalein. Smer Sipky udava vztah medzi zlGéeninami — hruba
jednosmerna Sipka znamena vyznamny rozdiel v aktivite (p < 0,05), obojsmerna Sipka zas
rovnaku aktivitu. (Glu — glukuronova kyselina)
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6. DISKUSIA A ZAVER

Spektrofotometrické stanovenie je vdaka casovej a finanénej nendrocnosti jednou
z najpouzivanejSich metdéd na stanovenie medi in vitro. Niektoré spektrofotometrické
metdédy moézu byt limitované nizkou citlivostou alebo Uzkym rozsahom pH. Disodna sol
bathocuproindisulfénovej kyseliny (BCS) vSak predstavuje vdaka svojim vlastnostiam vhodny
spektrofotometricky indikator. K jej vyhodam patri vysoka afinita k mednym iénom a tvorba
chelatatnych komplexov v Sirokom rozsahu pH a so stabilnou absorbanciou.
Bathocuproinova metdda je pri pouziti vhodného redukéného cinidla aplikovatelna aj na
stanovenie chelatacie mednatych idénov. Vzhladom na vysoku afinitu BCS k medi je tieZ
mozné stanovit relativnu afinitu testovanej latky a v pripade silnych chelatorov je moziné
urcit stechiometriu. | ked' ma BCS ¢iastoénu afinitu aj k mednatym iénom, nepredpoklada sa
vyrazné ovplyvnenie interakcie BCS s mednymi iénmi. NavySe ma BCS oproti ostatnym
indikatorom vyhodu Specifity k mednym ionom[57].

Chelatacnej aktivite medi bola doteraz na rozdiel od Zeleza venovand omnoho mensia
pozornost vedeckej obce. Tato praca dokazuje schopnost niektorych flavénov vytvarat
s idonmi medi chelataéné komplexy, aj ked' je tato ich schopnost v zavislosti na Strukture
flavonu velmi variabilna.

Chelatacnu aktivitu Strukturne najviac ovplyviuje pritomnost 3-hydroxy-4-keto,
5-hydroxy-4-keto a 3’,4’-dihydroxyl skupiny na kruhu B a (5),6,7-(tri)dihydroxylova
substitticia na kruhu A. lzolované keto, hydroxylové a methoxylové skupiny neovplyviuju
chelataciu kovovych iénov.

Nahrada hydroxylovej skupiny v kruhu A za methoxylovl sposobila pokles chelatacnej
aktivity, ¢o dokazuje klesajuca aktivita flavénov v sérii baikalein > negletein > mosloflavén.
Na druhej strane bol vSak mosloflavon s dvomi methoxylovymi skupinami za urcitych
podmienok este slabsi chelator ako zakladny flavén 5-hydroxyflavén. Tento jav by sa dal
vysvetlit stérickym branenim mosloflavonu methoxylovymi skupinami. Tuto tedriu
podporuje aj fakt, Ze baikalin s naviazanou c¢astou glukdzy (glukurnova kyselina) v polohe 7
bol v porovnani s baikaleinom aj negleteinom slabsi chelator. Hydroxylovd skupina v polohe
7 uchryzinu napomadha chelatdcii v kyslom prostredi av porovnani s 5-hydroxyflavénom

alebo mosloflavénom je chryzin pri kyslom pH silnejSim chelatorom (obr.56).
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Zo Siestich vybranych flavénov vykazoval najvys$siu chelataénd aktivitu s mednymi aj
mednatymi idnmi baikalein (obr.20 a 21) s troma hydroxylovymi skupinami na kruhu A.

Negletein (obr.28 a 29) achryzin (obr.24 a 25) vykazovali vysSiu chelata¢nu aktivitu
s mednatymi iénmi, 5-hydroxyflavon (obr.18 a 19) vykazoval miernu chelataéna aktivitu len
pri vy$Sich hodnotach pH (6.8 a 7.5). Mosloflavon (obr.26 a 27) vykazoval vyrazne vysSiu
chelatacnu aktivitu s mednatymi idonmi, pri pH 4.5 nechelatoval vSak s mednymi ani
(obr.22 a 23).

Hoci moézu byt tieto zistenia velmi napomocné ¢i uz v oblasti farmakoldgie alebo
fyzioldgie, pre detailné urCenie vplyvu flavonoidov na farmakokinetiku medi v fudskom
organizme su potrebné dalsSie podrobné studie.

Ziaden z testovanych flavénov nebol selektivny k jednému alebo druhému oxidaénému
stavu medi(Cu® / Cu*), ale vy&Siu afinitu vykazovali vo vieobecnosti k oxidovanej forme medi
(Cu®). Podobné vysledky boli zistené aj v $tudidch zameranych na chelataciu Zeleza. No na
rozdiel od Zeleza, ktorého osud v organizme je uz dobre prestudovany, farmakokinetika medi
a hlavne vyznam jednotlivych oxidacnych stavov ostava stale predmetom diskusie. Zda sa, Ze
transportér medi CTR1 rozoznava medné iény, no nie je vyli¢ena ani mozna absorpcia medi
vo forme mednatych iénov.

Flavonoidy so slabsim chelataénym ucéinkom by teoreticky mohli spolu s vhodnym
redukénym cinidlom mednaté iony redukovat na medné a ovplyviovat tak ich vstrebavanie
v organizme. Studie zaoberajlce sa touto tedriou su v procese testovanie na laboratérnych
potkanoch. Doterajsie vysledky su velmi nejednoznacné. Na jednej strane podavanie €aju
s obsahom polyfenolov, rutinu alebo katechinu zvieratdm neovplyvnilo vstrebavanie medi,
na druhej strane vsak niektoré testy dokazuju, Ze po podani rutinu doslo k zniZenie obsahu
medi v peceni.

Daldim zaujimavym faktorom je anti/pro-oxidaéna aktivita komplexu flavonoid-med.
Podla nedavnych studii tieto komplexy vykazovali vy$siu antioxidaénu aktivitu nez samotné
flavonoidy. Tieto vysledky momentdlne nie su v sulade so Ziadnou doteraz publikovanou
literatUrou a budd predmetom vyskumu.

Tato praca dokazuje velku variabilitu chelatacnej schopnosti medi medzi jednotlivymi
flavonmi. Aj ked vacsina z nich vykazovala schopnost chelatovat iony medi, v pritomnosti

kompetitivneho indikatoru, BCS, bola vo vacsine pripadov ich chelatacna schopnost znacne
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potlacena. Doélezitym faktorom bola najma ich chemickd Struktira a substitlcia na
jednotlivych kruhoch zakladného skeletu. Niektoré z nich sa vdaka vhodnej substiticii
dokazali uplatnit aj vo vysoko kompetitivnom prostredi. Ako priklad moéZzeme uviest baikalein
s tromi hydroxylovymi skupinami na kruhu A. Daldim déleZitym faktorom, ovplyvfiujicim
chelatacnu aktivitu, bolo pH prostredia. Pri nizSich hodnotach pH (pH = 4.5) vykazoval
napriklad baikalein dokonca vyssiu chelata¢nu aktivitu ako klinicky pouzivany trientin[58].

Vsetky testované flavény vykazovali v komplexoch s mednymi imednhatymi idnmi
stabilitu. V komplexoch flavonoid-mednaté idny bola ich stabilita nevyrazne vyssia. Vynimku
tvorili len mosloflavén v komplexe s mednymi idnmi a chryzin v komplexe s mednatymi
idnmi, u ktorych bola stabilita o nieco vyssia.

Stabilita komplexov testovanych flavénov s ionmi medi bola porovnana s trientinom.
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8. ABSTRAKT

Michalicova A., Stanovenie chelatacie iénov medi u flavénov bathocuproinovou metddou,
Rigordzna praca 2013/2014, Univerzita Karlova v Prahe, Farmaceutickd fakulta v Hradci

Kralové, s.62.

Med je v ludskom tele tretim najrozsirenejsim stopovym prvkom. Zodpoveda za spravne
fungovanie réznych enzymov, zucastriujucich sa dolezitych metabolickych procesov.
Udrzanie homeostdzy medi je pre cloveka nevyhnutné ajej poruchy vedu kréznym
patologickym zmendm a ochoreniam.

Rastliny produkuju velké mnoZstvo metabolitov, ktoré vo vSeobecnosti rozdelujeme na
primarne a sekundarne. Sekundarny metabolizmus, nadvazujici na metabolizmus primarny
sice nie je pre zZivot rastlin nevyhnutny, jeho produkty vSak ponukaju Siroku paletu
biologickych ucinkov, vyuzivanych v sucasnej medicine ifarmacii. Niektoré sekundarne
metabolity zo skupiny flavénov vykazuja napriklad chelataénd aktivitu a s schopné tvorit
chelatacné komplexy s prechodnymi prvkami, ako napriklad med, Zelezo, atd. Vdaka svojim
vlastnostiam by mohli tieto latky predstavovat potencidlne terapeutické rieSenia poruch
homeostazy medi.

Tato prdca sa zaoberd chelatac¢nou aktivitou Siestich flavénov so substiticiou na kruhu A
— 5-hydroxyflavéon, baikalein, baikalin, chryzin, mosloflavén a negletein. Najvyssiu

svve

u baikalinu. Med-chelata¢na aktivita flavénov je do velkej miery ovplyvnena ich Strukturou.

Klfacové slova — sekundarny metabolizmus, flavony, med, chelatdcia, bathocuproinova
metdda
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9. ABSTRACT

Michalicova A., Assessment of copper chelation of flavones by bathocuproine method,
Rigorous thesis 2013/2014, Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec

Kralové, pp.62.

In the human body, copper is the third most widespread trace element. It is
responsible for the proper function of various enzymes, which are involved in many
important metabolic processes. The maintenance of copper homeostasis is essential for
human and its disorders lead to different diseases and pathological changes.

Plants produce a large number of metabolites, which are generally divided into
primary and secondary. Secondary metabolism, built on primary metabolism, is not
necessary for plant life, but offers a wide range of biological effects, used in medicine and
pharmacy. Some secondary metabolites from the group of flavones also show chelating
activity and are capable of forming chelating complexes with transition elements, such as
copper, iron, etc. Thanks to their properties, they could introduce potential therapeutic
solutions for copper homeostasis disorders.

This thesis deals with the chelating activity of six flavones with the substitution on
the ring A — 5-hydroxyflavone, baicalein, baicalin, chrysin, mosloflavone and negletein.

Baicalein exhibited the highest chelating activity, while the baicalin chelating activity
was the lowest one. The chelating activity of flavones is, to a high degree, affected by their

structure.

Key words — secondary metabolism, flavones, copper, chelation, bathocuproine method
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