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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Student: Nikola Kopkova

Skolitel: doc. PharmDr. Pfemysl Mladénka, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Protidestickové ucinky flavonoida

Najviac zastipene antioxidanty v beznej potrave su flavonoidy. Vykazujii antioxidacné a
antiagregacné Ucinky a iné pozitivne posobia na kardiovaskuldrne ochorenia. Flavonoidy
su slubnymi kandiddtmi byt protidostickové lieky. Hoci niekol’ko mechanizmov
zodpovednych za protidostickovy u¢inok bolo zverejnenych len niekol’ko bolo dolozenych
publikovanymi Studiami. Inhibicia agregacie krvych dosti¢iek flavonoidmi je reverzibilna,
So je dalsim dolezitym faktorom. Udaje o agregiciach vyvolané trombinom si
kontroverzné, niektori tvrdia, ze flavonoidy nemaji ziaden Uc¢inok, ini, Ze maju pozitivne
ucinky. (U kvercetinu a genisteinu bola tieZ pozorovana inhibicia agregacie navodena
thrombinom). Vplyv na kyselinu arachidonovii v agregacnej kaskdde je dobre
zdokumentované, ale existuje niekol’ko nezrovnalosti vyplyvajice z pouzZitia réznych
materidlov. Dalsie mediatory agregicie su fosfolipiza A,, ktora hra klu¢ova tlohu
v tvorbe zapalovych mediatorov. V tomto pripade bolo ukézané, Ze hlavne genistein je
schopny inhibovat’ jak fosfolipazu A: tak agregiciu navodent kyselinou arachidonovou.
Podl'a dostupnych §tudii je vplyv flavonoidov na COX reverzibilny, zatial’ o thromboxan
syntazu nie st schopné prakticky vobec inhibovat. Ako vel'mi délezité sa javi
antagonistické posobenie na thromboxanovy receptor. VysSie spominané mechanizmy
naznacuju, ze by flavonoidy mohli inhibovat’ aj agregdciu navodent kolagénom a
to skutocne niektore Studie potvrdili. Niektoré flavonoidy mozu i v nizkych koncentraciach
znizit’ agregaciu krvnych dosti¢iek indukovanu ADP.

Na zdver mozno povedat, ze aj preto, ze existuje celd rada Stadii popisujicich
antiagregacné ucinky flavonoidov, zatial' neexistujii jednoznac¢né dokazy z humannych
Studii o ich prospesnosti.

Kluéové slova: flavonoidy, krvné dosticky, protidosti¢kovy ucinok, kolagén, ADP, COX,

fosfolipaza A, antioxida¢ny ti¢inok



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Nikola Kopkova

Supervisor: Assoc. Prof. Pifemysl Mladénka, Pharm.D., Ph.D.
Title of diploma thesis: Antiplatelet effects of flavonoids

The most common antioxidants in ordinary food are flavonoids. They show antioxidant
and anti-aggregation effects and other positive effects on cardiovascular diseases.
Flavonoids are promising candidates to be antiplatelet drugs. Although several
mechanisms responsible for antiplatelet activity have been suggesteed, only a few have
been documented by published studies. The inhibition of blood platelet aggregation by
flavonoids is reversible, which is another important factor. Data on thrombin-induced
aggregation are controversial, some claim that flavonoids have no effect, the others says
they have positive effects. (In the case of quercetin and genistein, inhibition of aggregation
induced by thrombin was documented). The effect on arachidonic acid in the aggregation
cascade is well documented, but there are several inconsistencies resulting from the use of
different materials. Other mediators of aggregation are phospholipase Az, which plays a
key role in the formation of inflammatory mediators. In this case, it has been shown that
mainly genistein is capable of inhibiting both phospholipase A, and aggregation induced
by arachidonic acid. According to available studies, the effect of flavonoids on COX is
reversible, whereas the effect on thromboxane synthase is practically absent. An
antagonistic effect on the thromboxane receptor appears to be very important. The above-
mentioned mechanisms suggest that flavonoids could also inhibit collagen-induced
aggregation, and indeed some studies have confirmed that. Some flavonoids may reduce

platelet aggregation induced by ADP at low concentrations.

Finally, it can be said, even though there are a number of studies describing the anti-
aggregation effects of flavonoids, there is not yet unambiguous evidence from human

studies about their benefits.

Key words: flavonoids, blood platelet, antiaggregation, collagen, ADP, COX,
phospholipase A», antioxidant effect
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Zoznam skratiek

AA- kyselina arachidonova (arachidonic acid)

ADP - adenozindifosfat

ASA — kyselina acetylsalicylova (acetylsalicylic acid)

ATP — adenozintrifosfat

cAMP — cyklicky adenozin monofosfat

COX - cyklooxygenaza

DMSO- dimetylsulfoxid

EACA- kyelina € -aminokapronova

EDTA- kyselina etyléndiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
GIT — gastrointestinalny trakt

HUAVEC- l'udské endotelové bunky

IgE- imunoglobulin E

iINOS- indukovana syntdza oxidu dusnatého

INR - medzinarodny normalizovany pomer (International Normalised Ratio)
LOX- lipoxygenaza

LPS- lipopolysacharid

NADPH- nikotinadenindinukleotidfosfat

NSAID — nesteroidné antiflogistika

PAMBA - kyselina p-aminomethylbenzoova (p-aminomethyl benzoic acid)
PAR- proteazou aktivované receptory

PGE;- prostaglandin E;

PGL — prostacyklin (prostaglandin I2)

PLA,- fosfolipaza A>

PRP — plazma bohaté na krvé dosticky (platelet rich plasma)

ROS- reaktivne formy kyslika (reactive oxygen species)



sPLA>— sekre¢na fosfolipaza A» (secretory phospholipase Az)
tPA - tkaninovy aktivator plazminogénu
TXA;2 — tromboxan A

U-46619- stabilny analdg prostaglandinu H»



1 Uvod

Flavonoidy st prirodné produkty Siroko rozsirené v rastlinnej risi a v sucasnej dobe
konzumované vo velkom mnozstve v dennej strave. Pocas poslednych dvoch desatroci,
diétne polyfenoly boli ohniskom intenzivneho vyskumu v stvislosti s prevenciou a liecbou
niekol’kych chorob suvisiace s oxidaénym stresom a zapalovymi rekaciami. Najprv
priaznivé ucinky polyfenolov boli pridelené vyhradne ich antioxidaénym vlastnostiam. V
nedavnej dobe, boli skimané alternativne cesty a stale viac dokazov silne podporuje, Ze
zdravotné prinosy flavonoidov s v zasade sprostredkované ich schopnostou modulovat
klucové signalne kaskady a génové transkripcie (Nunez et al. 2017). Flavonoidy su
rozdelené do kategorii podla ich molekularnych Struktar ato: flavonoly, flavony,

flavanony, izoflavony, antokyany a chalkoény.

Krvné dosticky su hlavné komponenty l'udskej krvi zodpovedné za rychlu
koaguléaciu krvi poc¢as nehody. Na druhu stranu nadmerna agregacia krvnych dosticiek je
spajand s chorobami kardiovaskularneho systému, najmé s rizikom zavaznych alebo az
fatalnych ischemickych chorob srdca. Takéto lieky, ktoré blokuji syntézu tromboxanu,
alebo ktoré posobia ako antagonisti na tromboxanovych receptoroch by mohli obohatit’

paletu klinicky uZivanych liekov v buducnosti.

Préca je rozdelena do piatich kapitol. V praci sme sa venovali najprv metabolizmu,
akym vznikaji sekundarne metabolity ku ktorym patria aj flavonoidy, a ich deleniu podl'a
chemickej Struktary. V d’alSej Casti sme rozoberali krvné dosticky ich fyzioldgiu a lieky,
ktoré sa pouzivaju v sucCasnej dobe. Od Stvrtej kapitoly sme sa venovali antiagregaénym
ucinkom flavonoidov, ktoré su rozdelené podla typu induktora, ktorého ovplyviiuju, t.j.

kolagén, AA, fosfolipdza A, COX, Tx, Tx-receptor, ADP, trombin adrenalin.



2 Sekundarne metabolity rastlin

Bunky Zivych organizmov st schopné syntetizovat organické latky, z ktorych sa
viacero z nich pouziva ako prirodné lieciva z dovodu ich biologickej aktivity. Fotosyntéza
je zékladnym biochemickym procesom, v ktorom Zzivé rastliny vyuzivaji slne¢nt energiu
pre vznik organickych latok z oxidu uhli¢itého a vody. Vysledkom tohto procesu st
sacharidy, z ktorych d’al§imi reakciami vznikaji jednoduché nizkomolekulové latky. Tieto
latky oznacujeme ako primarne metabolity, ktoré tvoria vychodiskovy materidl pre
Specifické, geneticky zakodované reakcie, pri ktorych vznikd mnozstvo d’alSich latok. Tie
charakterizuji sekundérny metabolizmus a oznacuju sa ako sekundarne metabolity

(Tomko et al.1999).

Metabolizmus mozeme charakterizovat’ ako subor vSetkych chemickych reakcii,
ktoré prebiehaji v organizme a sluzia k ziskaniu energie a tvorbe latok potrebnych pre jeho
¢innost’. Primarny metabolizmus organizmu oznacujeme ako sthrn vzajomnych vztahov
enzymovo-katalyzovanych reakcii, ktoré poskytuji organizmu energiu, biosystetické
medziprodukty a klI'icové makromolekuly napriklad DNA, proteiny. M4 zékladny vyznam

pre existenciu zivej hmoty.

Primérny metabolizmus je zékladom kazdého Zivého organizmu, sekundarny
metabolizmus je Specificky pre nizSie formy Zivota (druhy a kmene). Ked'Zze sekundarne
metabolity st odvodené od medziproduktov primarneho metabolizmu, ¢asto mozu
poskytovat’ niektoré informacie o primarnom metabolizme a vel'akrat sa stavaju zakladom

pre tvorbu sekundarnych metabolitov (Campbell, 1985).

Této biosytentéza si vyzaduje prisun energie, vacSinou vo forme ATP z priméarneho
metabolizmu. Niektoré sekundarne metabolity vznikaji biosyntetickymi drahami, ktoré st
podobné dradham primarneho metabolizmu a enzymy, ktoré katalyzuju ich tvorbu vznikaja
tym isty spdsobom ako enzymy primarneho metabolizmu. Ak vznik a aktivita enzymov
primarneho metabolizmu podlieha r6znym regulaénym mechanizmom, moZeme
predpokladat’, Zze podobné mechanizmy sa budu uplatiovat’ aj pri tvorbe a aktivite
enzymov pri vzniku sekundarnych metabolitov. Ak niektory medziprodukt priméarneho
metabolizmu sluZi aj ako vychodiskova latka na syntézu sekundarnych metabolitov, musi
aj jeho proces podliehat’ regulacii (Pavlovicova, 1998). Charakteristika primarneho

a sekundarneho metabolizmu je v Tab. 1.

10



Tabulka 1 Rozdiely medzi primarnym a sekunddarnym metabolizmom

Metabolizmus
Primérny Sekundéarny
Potrebny pre rast Nepotrebny pre rast
Fyziologicka tlloha znama Fyziologicka tlloha neznama
Pritomnost’ za r6znych rastovych Pritomnost’ zavisla od rastovych
podmienok podmienok
Pritomny vo vSetkych organizmoch Nie je pritomny vSade
St tvorené samostatné definované Casto je tvorena zmes pribuznych
produkty produktov
Viacsinou produkty s relativne Vicsinou produkty s komplexnou
jednoduchou Struktarou chemickou Struktirou

Zdroj: Vlastné spracovanie podla Pavlovicova, 1998

2.1 Flavonoidy

Flavonoidy patria do skupiny sekundarnych metabolitov a patria tam vSetky
polyfenolové zluiceniny so zabudovanym chroménovym skeletom ajeho obmeny.
V hlavnych podskupinach je zahrnutych viac ako 4000 zlucenin. Flavonoidy preto patria

k najrozSirenejSim rastlinnym sekundarnym metabolitom (Nagy et al. 2011).

Flavonoly vyskytujice sa v potravinach a medzi hlavnych predstavitelov patri
kvercetin a kempferol. St zvy€ajne pritomné v nizkych koncetraciach (15-30 mg/ kg).
Najbohatsie zdroje su cibula, kel, por, ¢ucoriedka a brokolica. Cervené vino a ¢aj moze
obsahovat’ az 45 mg/l flavonoidov. Ovocie ¢asto obsahuje 5 az 10 roznych flavonoidnych
glykozidov. Tieto flavonoidy sa hromadia vo vonkajsich tkanivach pretoZe ich biosyntéza
je stimulovand svetlom. Existuji zna¢né rozdiely medzi kuskami ovocia z rovnakého
stromu a dokonca aj medzi jednotlivymi stranami jedného kusu ovocia, v zavislosti od
slne¢ného Ziarenia. Podobne v listovej zelenine ako je hlavkovy Salat ¢i kapusta. V cherry
paradajkach je vyssi obsah flavonoidov ako v Standardnych paradajkéach, pretoze maju

rozdielne podiely koze.
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Prirodné flavony sa skladaji predovSetkym z glykozidov luteolin a apigenin.
Izoflavony su flavonoidy so Strukturdlnymi podobnostami s estrogénmi (Obr. 1). Aj ked’
nie su steroidy niektoré maji hydroxylové skupiny v polohach 7 a4 v analogickych
konfiguraciach ako hydroxylové skupiny v molekule estradiolu. Vd’aka tomu sa mozu
viazat’ na estrogénové receptory a su preto klasifikované ako fytosterony. Izoflavony sa

nachadzaju takmer vylu¢ne v strukovinach (Manach et al. 2004).

CH, CH

Estradiol OH

HO |\/ ~"
P

HO O
Equol

Obrazok 1 Chemicka Struktura equolu a estradiolu

Zdroj: Vlastné spracovanie podla http://www.intechopen.com/books/soybean-and-
nutrition/soy-as-a-functional-food

Pri biosyntéze flavonoidov dochddza k zmene reagujucich uhlikov v molekule
medziproduktu. Zmena nastava v C-2 a C-7, kde namiesto nich st uhliky C-1 a C-6. Vedie
najprv k vzniku chalkonu, ktory je stereoSpecifickym enzymom cyklizovany na l'avotocivy
flavanon. Po prvykrat sa tu objavuje zakladny chroménovy skelet. Aromaticky kruh
tvoreny z malonatovych jednotiek sa oznacuje ako A-kruh. Aromaticky kruh, ktory vznikol
zo Sikiméatovej cesty je B-kruh a C-kruh vznikol cyklizaciou chalkonu y- pyran. Pésobenim
Specifickej izomerazy sa moéze B-kruh premiestnit’ zuhlika C-2 na C-3 za vzniku

izoflavonu (Obr. 2) (Nagy et al. 2011).

Flavonoidy, ktoré zdiel'aju spolo¢nu Struktiru skladajucu sa z dvoch aromatickych
kruhov (A a B), ktoré st spolu spojené az tromi atdbmami uhlika, ktoré tvoria heterocykly
(kruh C), m6zu byt samy o sebe rozdelené do 6 podtried v zavislosti od typu heterocyklu
delime na : flavonoly, flavony, izoflavony, flavanony, anthokyany, flavanoly (katechiny a

proanthokyanidy).
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W/\EGASm

+3XC00

p-kumarylkoenzym A
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0
© = COASC

-
| |

1 OH
OH
HO OH /©/
| -

oH ©

naringeninchalkdn (chalkdn) naringenin (flavandn)

4

HO 0

genistein (izoflavon)

Obrazok 2 Biosyntéza flavanonu a izoflavanonu

Zdroj: Vlastné spracovanie podla Nagy et al. 2011
Ak ma rastlina dostatocné enzymatické vybavenie mézu z flavandonov vzniknut
d’alsie tri rozne zadkladné Struktury: flavon, dihydroflavonol, z ktorého vznika flavonol
(Obr. 3). Tieto zékladné Struktary aglykonov sa v d’alSich stupnioch biosyntézy modifikuje
hydroxylaciou A alebo B kruhu a vol'né hydroxylové skupiny st metoxylované alebo
glykozilované. D-glukéza, D-galaktéza, L-ramnéza a L-arabindza s najcastejSimi

cukernymi zloZkami (Obr. 3) (Nagy et al. 2011).
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OH
@ o~ _OH
HO 0.+ |

oH 0

OH O
naringenin (flavandn) dihydroke mpferal (dihydroflavonal)

L | OH = | COH
HOQOHJ/R HDWR
OH 8] HO 0
apigenin (flavdn) kempferol {flav onol)

Obrazok 3 Biosyntéza flavonu, dihydroflavonolu a flavonolu
Zdroj: vlastné spracovanie podla Nagy et al. 2011
Vo vicsine flavonoidnych glykozidov je sacharid viazany cez hydroxylova
skupinu, menej casté su C-glykozidy (vid. Obr. 4). Medzi najrozSirenejSie patria
monoglykozidy, diglykozidy a triglykozidy. Najviac glykozidov je odvodenych od
aglykonov flavonu a flavonolu. Pocet izoflavonovych glykozidov je ovela mensi. Presné

rozdelenie flavonoidov bude pojednavané v d’alSej Casti.

Biflavonoidy vznikaju oxidativnou dimerizaciou flavonov alebo flavonolov cez
uhliky v réznych polohach T'ubovolnych kruhov. Podobne vznikaju aZz hexaflavonoidy.
Tieto molekuly nie s v rastlinnej ri§i neobvyklé, ale ich obsah nepresahuje viac ako 1%.
V kvete  T'ubovnika bodkovaného (Hypericum perforatum), alebo v listoch ginka
dvojlalocného (Ginkgo biloba) sa nachadza najzndmejsi zastupca biapigeninovy derivat

amentoflavon (Obr. 5) (Nagy et al. 2011).

14



5 OH e OH
GlcO 0 S | HO 0 . |
| LT
Gl
HO 0

apigenin-6-C-glukozid (C-glykozid)

HO o

Apigenin-7-O-glukozid
(O-glhykozid)

Obrazok 4 7-0 glykozid a 6-C-glykozid (apigeninu)
Zdroj: vlastné spracovanie podla Nagy et al. 2011

OH
= OH
HO 0 e =
|
0~ 0N
0
Sy
Ho

amentoflavdn (biflavonoid)

Obrazok 5 Amentoflavon (biflavonoid)
Zdroj: vlastné spracovanie podla Nagy et al. 2011
Flavonolignany sa nachadzaju v plode pestreca marianského (Sylibum marianum).
Tvoria zmes viacerych diastereoizomérov Styroch izomérnych =zlicenin. Vznikaju
oxidativnym radikédlovym spojenim koniferylalkoholu s molekulou taxifolinu za vzniku
troch zékladnych typov (Obr. 6):
- 1,4- benzodioxanovy typ (silybin, izosylibin),

- benzoxolanovy typ (silychristin),

- modifikovany benzoxolanovy typ (silydianin).
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0
= | oH silybin A a-E-12, a-H-13
HO Q. oo, T, ~OCH;  silybin B B-H-12 B-H-13
OH

Obrazok 6 Flavonolignany zo Silybum marianum (L.) GAERTIN
Zdroj: vlastné spracovanie podla Nagy et al. 2011
Niekol'ko tisic molekul, ktoré maji Struktaru polyfenolov (t.j. niekolko
hydroxylovych skupin na aromatickych kruhoch) boli zistené vo vySSich rastlinach
a niekol'ko nich sa nachadza v jedlych rastlinach. Tieto molekuly st sekundarne metabolity
rastlin a vSeobecne sa podiel’ajli na obrane proti ultrafialovému Ziareniu. Tieto zluceniny
mozu byt rozdelené do viacerych skupin v zavislosti od poctu fenolovych kruhov
a Struktarne prvky, ktoré sa viazu na tieto kruhy. Chemické Struktury flavonoidov

a priklady flavonoidov su zndzornené v nasledujucej kapitole Obr. 7.
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2.2 Priklady flavonoidov

Flavonols R
94
ot
OH
OH 0o

R, = OH; R,= R;=H : Kaempferol
R,=R,=0H; R; = H: Quercetin
R;= R, = R3= OH : Myricetin

Isoflavones

HO

R; = H : Daidzein
R; = OH : Genistein

Anthocyanidins R

I
+
HO R,
ZNOH
OH

R; =R, = H : Pelargonidin

R; = 0H; R, = H: Cyanidin

R; = R, = OH : Delphinidin

R; = OCH;; R, = OH : Petunidin
R; = R, = OCH, : Malvidin

Flavones Ry
9%
OH O

R;=H; R, = OH : Apigenin
R;=Ry;= OH : Lutealin

R
Flavanones !

HO gR3

OH 0O

R;=H; R, = OH : Naringenin
R; = R, = OH : Eriodictyol
R;=0H; R, = OCH,: Hesperetin

L,
L,

OH

Flavanols

OH

R;= R, = OH; Ry = H : Catechins
R; =R, = R3;= OH : Gallocatechin

Trimeric procyanidin

Obrazok 7 Chemicka Struktura flavonoidov
Zdroj: Manach et al. 2004



Anthokvyany a anthokvanidiny

Obrazok 8 Zakladny skelet anthkyandinov
Zdroj: vlastné spracovanie

Tabul’ka 2 Prehlad anthokyanidinov

Anthokyanidin R1 R2
Pelargonidin H H
Kyanidin OH H
Delfinidin OH OH
Peonidin OCH; |H
Petunidin OCH; | OH
Malvidin OCH3 | OCH3

Zdroj: vlastné spracovanie

Flavanoly (katechiny)

OH HO
OH OH

HO O . HO O
. ' OR1

OH “OR2
OH OH

(+)-katechiny (-)-epikatechiny

Obrazok 9 Chemické Struktury katechinov

Zdroj: vlastné spracovanie
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Tabul’ka 3 Prehl’ad katechinov

R1 | R2
(+)-katechin (-)-epikatechin (EC) H |H
(+)-gallokatechin (-)-epigallokatechin (EGC) OH | H
(-)-epikatechin-3-gallat (ECG) | H | Gall
(-)-epigallogatechin-3-gallat OH | Gall
(EGCQG)
Zdroj: vlastné spracovanie
Flavanony
R1
R2

OH O

Obrazok 10 Zakladny skelet flavanonov
Zdroj: vlastné spracovanie

Tabul’ka 4 Prehlad flavanonov

Zlucenina R1 R2 R3
Didymin H OCH; | ORut
Eriocitrin OH OH ORut
Eridiktyol OH OH OH
Hesperetin OH OCH; | OH
Hesperidin OH OCH; | ORut
Isosakuranetin H OCHs | OH
Naringenin H OH OH
Naringin H OH ONeo
Narirutin H OH ORut
Neoeriocitrin OH OH ONeo
Neohesperidin OH OCH3 ONeo
Pinocembrin H H OH
Poncirin H OCHs | ONeo
Prunin H OH OGlc
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Chalkony

/ |
OH
0 S oH™ | 1 = premena
- = flavanon- chalkin
H
(@]
(0]

HO
OH
R =
| butein (R= H)
HO OH
S marein (R=0H)

Obrazok 11 Chemicka Struktura chalkonoy

Zdroj: vlastné spracovanie

Flavony

Obrazok 12 Zakladny skelet flavonov

Zdroj: vlastné spracovanie

Tabul’ka 5 Prehlad flavonov

Zlucéenina R1 R2 R3 R4
Apigenin OH H H OH
Bajkalein H H OH | OH
Chrysin H H H OH
Diosmin OCH; |OH |H ORut
Genkwanin OH H H OCH;
Isorhoifolin OH H H ORut
Luteolin OH OH |H OH
Rhoifolin OH H H ONeo
Techtochrysin | H H H OCH3

Zdroj: vlastné spracovanie
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Flavonoly

Obrazok 13 Zakladny skelet flavonolov
Zdroj: vlastné spracovanie

Tabul’ka 6 Prehlad flavonolov

Zlucéenina R1 R2 R3 R4 R5
Astragalin H OH H OGlc OH
Hyperosid OH OH H OGal OH
Isokvercitrin | OH OH H OGlc OH
Isorhamnetin | OCH; | OH H OH OH
Kemferid H OCHs; |H OH OH
Kemferol H OH H OH OH
Kvercetin OH OH H OH OH
Kvercitrin OH OH H ORha OH
Myricentrin | OH OH OH OH OH
Rhamnetin OH OH H OH OCHz3
Rutin OH OH H ORut OH

Zdroj: vlastné spracovanie

Izoflavony

R

Obrazok 14 Zakladny skelet izoflavonov
Zdroj: vlastné spracovanie

Tabulka 7 Prehlad izoflavonov

Zlucenina R1 R2 R3
Biochanin A OH H OCHs
Daidzein H H OH
Formononetin H H OCH;
Genistein OH |H OH
Glycitein H OCH; | OH

Zdroj: vlastné spracovanie
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3 Krvné dosti¢ky

Trombocyty su bezjadrové, bezfarebné, okrahle elementy krvi. Cirkuluju
v neaktivnej forme a su najmenSou castou krvi. Dozivaju sa 9-12 dni a su odbtravané
mononukledrnym systémom ako je slezina, pecent a kostnd dreil. Membrana dosti¢iek je
asymetricka fosfolipidova dvojvrstva. Hoci dosticky su bezjadrové obsahuju mnozstvo
vnutrobunkovych organel. Obsahuje napriklad tubularny systém a sekrecné organy ako
napriklad granule alyzozémy. Tubularny systém je odvodeny od hladkého
endoplazmatického retikula najdené v rodicovskej bunke. Tubuldrny systém je hlavny
vapnikovy organ v krvnych dostickdch a pdsobi tak, Ze udrzuje koncentraciu volného
vépnika [Ca®'li 90 nM v cytosole. Obsahuje tieZ inositoltrifosfatové receptory, ktorych
agonisti aktivuji krvné dosticky tak, Ze dojde k vyludeniu Ca®" z endoplazmatického
retikula. Druh vyznamnu ulohu v tubuldrnom systéme bunky je metabolizmus kyseliny
arachidonovej. Kyselina arachidonova je uvolmovand membranou pomocou enzymov
fosfolipazou A: adiglyceridovou lipazou. COX a Tx syntaza st enzymy zapojené do
postupnej premeny kyseliny archidonovej na prostaglandin H a tromboxan A>. Tromboxan
A je dolezitym mediatorom pri funkcii krvnych dosti¢iek a naopak inhibicia tejto drahy je

primarny ciel’ v protidostickovej terapii (McNicol a Israels, 2003).

Krvné dosti¢ky obsahuju tri typy granul, ktorych obsah je uvol'neny po stimulécii. o
granule s najpocetnejSou skupinou a obsahuji fibrinogén, rastové faktory a cytokiny.
Dosticky obsahuju pocetné granule — tieto obsahuji okrem iné¢ho kalcium, serotonin, ATP.
Lyzozomy obsahuju protedzy, glykozidazy, fofatdzy a aryl-sulfatizy. Krvné dosticky
podliehaji rade interakciam, ktorych vysledok moéze byt aktivacia (zmena tvaru,
metabolizmus). Medzi extraceluldrne stimuly, ktoré st zodpovedné za funkéné zmeny
dosti¢iek patria napriklad silny agonisti ako trombin, kolagén, prostaglandiny a Tx.

ADP, vazopresin, serotonin a adrenalin zarad’'ujeme medzi slabSich agonistov.

Pri aktivécii dosti¢iek dochadza k zvysSeniu koncentracie volnych vépenatych
16nov, k zmene membranovej Struktiry a k deformacii. Spociatku sa trombocyty prichytia
na subendotelidlny kolagén a von Willebrandov faktor v mieste poranenia a vytvoria tenka
vrstvu. Toto prichytenie je sposobené azfi integrinom, glykoproteinovym receptorom
a von Willebrandovym faktorom na povrchu buniek. Krvné dosti¢ky su potom aktivované
roznymi latkami, ktoré pdsobia na dalSie krvné doSticky v mieste zranenia, ¢o vedie

k vytvoreniu hemostatickej zatky alebo agregatu.
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Tento proces je aktivacie je iniciovany Specifickymi receptormi na povrchu buniek
suvisiace so signdlnou drahou vo vnutri bunky. Kolagén a von Willebrandov faktor mézu
byt povazované ako primarni agonisti hemostazy, ADP a TXA, ako sekundérne, ale vel'mi
dolezité¢ stimulanty. Role vazopresinu, serotoninu, IgG a epinefrinového (o) receptoru st
kontroverzné, hoci kazdy moze hrat’ zvlastnu tlohu v Specifickych hemoragickych alebo
tromobotickych stavoch (McNicol a Israels, 2003). Zhrnutie receptorov a ich agonistov je

v Tab. 8. Znamé aspekty agregacnej kaskady su v Obr. 15.

Tabul’ka 8 Receptory a agonsti krvnych dosticiek

Agonista Receptor
Von Willebrandov faktor GPIba
Kolagén azfB1, GPVI
ADP P2Y1, P2Y12, P2X;
Tromboxan A TP

Trombin PAR;, PAR4, GPIb
Faktor aktivujuci krvné dosticky PAF receptor
Serotonin 5-HT>
Vazopresin Vi
IgG FcyRITA
Epinefrin (05)
Fibrinogén allbBs

Zdroj: vlastné spracovanie
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Thrombin

VWF Collagen XA,

_-—r('gL;C?:)—LlCAMP\‘*q/

Obrazok 15 Mechanizmus aktivdcie dosti¢iek a miesta posobenia inhibitorov
Prevzaté z McNicol a Israels, 2003
Mechanizmus agonistami indukovanu aktivdaciu krvnych dosticiek a miesta posobenia
inhibitorov. Horny obrazok: aktivacia krvnych dosticiek kolagénom, trombinom a ADP
vratane intracelularnych signalizacnych drah veducich k produkcii TXA>, uvolnenie ADP
z granul a konformacné zmeny v ollb/ps integrinu, ktory umozZiuje naviazanie fibrinogénu.
Spodny obradzok: Miesta pésobenia ASA: kyseliny acetylsalicylovej, CLO: klopidogrelu,
ABX: abciximabu, AA: arachidonova kyselina, PPL: fosfolipidy, A.C.. adenylatcyklaza.

Antiagregaéné latky

Zhlukovanie dosti¢iek a nésledna tvorba trombov prispieva k vzniku aterosklerotickych
platov a mdézZe znamenat' zaciatok koronarnej oklizie a vznik infarktu myokardu. Preto
latky, ktoré inhibuju agregaciu krvnych dosti¢iek su podavané pre Specificki profylaxiu
arteridlnej trombodzy a uplatnuju sa predovSetkym v sekundarnej prevencii infarktu
myokardu. Tieto latky sa obvykle poddvaju sucasne s heparinom k udrzadiu potrebne;j

perfuzie a k obmedzeniu infarktu myokardu (Lincova et al. 2007).
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Kyselina acetylsalicylova

NajstarSou latkou pouzivanou viac ako sto rokov je kyselina acetylsalicylova (ASA,
aspirin). Jej mechanizmus ucinku spociva v inhibicii COX. V zavislosti na davke dochadza
v krvnych  dostickach, zabraiiuje tvorbe agregacne posobiaceho TXA» alebo
v endotelialnych bunkach inhibuje syntézu antiagregacne a vazodilatacne poOsobiaceho
prostacyklinu (PGIL2). Zakladnym cielom terapie je selektivne inhibovat’ syntézu
dostickového TXA,. Zaroven neblokovat syntézu PGl,. Prave z tohto dovodu je uc¢inok
ASA dolezity od mnozstva. Vysoké davky kyseliny acetylsalicylovej posobia neselektivne
a inhibuju nielen syntézu Tx ale aj PGl,. Naopak v nizkych davkach (100-325 mg/den) sa
ASA acetyluje aireverzibilne inhibuje COX-1 v krvnych dostickach. Ked’ze krvné
dosticky nie st schopné syntetizovat’ cyklooxygendzu ich ucinok pretrvava do doby
vytvorenia novych dosti¢iek (cca 7 dni). Pacientom s nestabilnou anginou pectoris mdze

dlhodobé podavanie ASA znizit riziko smrti az o 50% (Lincova et al. 2007).

Dipyridamol

Je koronarny vazodlatancium, ktory neovplyviiuje agregaciu dosti¢iek ale znizZuje
adhezivitu dostic¢iek k poskodenému endotelu. Dipyridamol inhibuje fosfodiesterdzu a
zvySuje koncentraciu cAMP v trombocytoch. Monokombinacia dipyridamolu sa
neosvedCila, dobry ucinok mdze byt dosiahnuty kombinaciou s warfarinom alebo

aspirinom (Sliva, 2010).

Antagonisti na ADP receptoroch (tiklopidin, klopidogrel, prasugrel, tikagrelor, kangrelor)

Ich mechanizmus ucinku spociva rovnako v inhibicii agregacii dosticiek, ale nemaju vplyv
na metabolizmus prostaglandinov. Blokuji ADP cestu agregicie tormbocytov. ADP
pomocou receptorov na membranach tromobocytov indukuji aktivaciu glykoproteinovych
buniek IIb/Illa atym ich schopnost viazat' fibrinogén. Pouzivaju sa ako prevencia
u pacientov s trombotickymi komplik4dciami, ktori nemoézu uZivat aspirin. Medzi

najcastejSie neziaduce ucinky patria hemoragia, GIT problémy (Lincova et al. 2007).

Sulfinpyrazon

Patri medzi nesteroidné antiflogistikum, kompetitivny inhibitor cyklooxygenazy

(Lincova et al. 2007).
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Blokatory dostickovych glykoproteinovych IIb/IIla receptorov

Tieto receptory maju komplexnu funkciu ako receptory pre fibrinogen, Von Willebrandov
faktor a iné. Medzi blokatory tychto receptorov patria abciximab, tirofiban, eptifibatid.
Abciximab je fragment chimerickej monoklonalnej protilatky proti IIb/Illa receptorom.
Poddva sa k ASA a heparinu. Tirofiban je nepeptidovy antagonista, indikovany pri
prevencii v€éasného infarktu myokardu u nestabilnej anginy pectoris alebo non-Q infarktu.

Bolest’ hlavy, teplota, krvacanie st najcastejSie neziaduce ucinky (Sliva, 2010).

Hemokoagulacia a lieéiva, ktoré na fiu pdsobia

Zrazanie krvi alebo hemokoagulacia je sibor enzymatickych reakcii, ktorych vysledkom je
tvorba nerozpustnej siete tvorenej fibrinom v ktorej sa zachytia erytrocyty a trombocyty.
Pri nedostatku koagulaénych faktorov, ktory vac¢Sinou vznikd na genetickom podklade,
alebo pri zavaznych systémovych ochoreniach sa podavaji koagulaéné faktory. Nedostatok
fibrinogénu moéze byt’ bud’ vrodeny, pri poskodeni pecene alebo v dosledku jeho zvysenej
spotreby. Okrem fibrinogénu sa najcastejSie podavaju koagulacné faktory VII u hemofilie
typu A, faktor VIII s von Willebrandovym faktorom uvon Willebrandovej choroby,
koagulacny faktor IX u hemofilie typu B, koagula¢ny faktor VII pri jeho nedostatku, a ich

kombinécie.

Heparin

Heparin je jeden z najstarSich antikoagulancii. Oznacuje sa aj ako nefrakciovany heparin
hlavne pre odliSenie od dnes pouZzivanejSich nizkomolekularnych heparinov. Heparin je
fyziologicky produkovany zirnymi bunkami v tkanivach cicavcov a skladd sa zo smesi
sulfonovanych mukopolysacharidov. Pdsobenim heparinu dochédza k blokade stupnov

koagulacného procesu a zabraneniu premeny fibrinogenu na fibrin. Ovplyviiuje tiez

funkciu krvnych dosticiek (Lincova et al. 2007).

Nizkomolekularne hepariny

Patria medzi ne dalteparin, enoxaparin, nadroparin, parnaparin, reviparin a bemiparin
vyznacuju sa molekulovou hmotnostou okolo 2000-9000 dalténov, lepSou
antikoagulacnou schopnostou, maju lepSie farmakokinetické vlastnosti a menej
neziaducich uéinkov. Lisia sa spdsobom vyroby, dizkou retazca a tym su spdsobené aj
rozdiely v U€innosti a predovSetkym v pomere ich inhibi¢ného ucinku proti faktorom Xa
aproti faktoru II. Vd’aka tomu, ze maju dlhsi u¢inok ich mozno podéavat 1 krat denne

a nespdsobuju trombocytopéniu (Lincova et al. 2007).
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Priame inhibitory faktoru Xa

Fondaparinux a rivaroxaban su selektivne inhibitory aktivovaného faktoru X (Xa).
Fondaparinux selektivnou vézbou na antitrombin zosiliiuje prirodzeni neutralizaciu
faktoru Xa antitrombinom. Neutralizaciu faktoru Xa sa prerusuje kaskada zrazania krvi

a inhibuje sa vznik trombu aj tvorba trombinu (Lincova et al. 2007).

Priame inhibitory trombinu

Desirudin, lepirudin, bivalirudin a dagibatran selektivne inhibuja cirkulujuci aj volny aj
v krvnej zrazenine viazany trombin. Trombin sluzi k rozloZeniu fibrinogénu na monoméry
a k aktivacii faktoru XIII na XIIla a hraje hlavna rolu v trombotickom procese. Trombin
aktivuje krvné dosticky tak, ze stimuluje ich agregaciu a uvoltfiuje ich sucasti a taktiez

aktivuje faktory V a VIII (Lincova et al. 2007).

Nepriame antikoagulancia

Warfarin patri medzi nepriame antikoagulancia. Posobi na tvorbu niekol’ko koagulacnych
faktorov v peceni, ktorych tvorba je zavisla od vitaminu K. Je kompetitivny antagonista
vitaminu K. Tvorba warfarinu v peceni trva 3 dni, preto sa jeho plny G¢inok dostavi az po
3 dinoch podéavania. Warfarin sa podava dlhodobo pacientom a spravidla sa podava po
liecbe heparinom, ¢i nizkomolekularnych heparinov. Ked'Zze warfarin ma nizky
terapeuticky profil jeho ucinnost’ sa sleduje protrombinovym ¢asom (INR — meria sa ¢as do
vzniku prvného fibrinového vlakna, ktory musi byt v rozmedzi 2-4,5 podla indikacie).
Metabolizmus warfarinu méZe byt ovplyvnend mnohymi liecivami, ktoré ovplyviuja
cytochrom P450. Vdaka mozZnosti perordlneho podavania je zatial najrozSirenejsi

antikoagulacny pripravok (Lincova et al. 2007). MoZné¢ interakcie st uvedené v Tab. 9.

Tabul’ka 9 Prehlad vybranych latok na ucinok perordlnych antikoagulancii

ZvySuju Znizuju
Alkohol (akutne), alopurinol, ASA, Alkohol (chronicky), antacida, barbituraty,
kortikoidy, carbamazepin,

niektoré antibiotika, cimetidin, clofibrat, cholestyramin, diuretika,

niektoré nesteroidné antiflogistika meprobamat, peroralne kontraceptiva,
metronidazol, perordlne hypoglykemika, penicilin (velké davky)
fenylbutazon, chinidin, chinin, vitamin E, primidon

tricyklické antidepresiva, isoniazid vitamin K (vel'ké davky)

Zdroj: vlastné spracovanie
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Fibrinolytika

Fibrinolytika st lieciva, ktoré st schopné zmensit' a ovplyvnit trombus. Viazu sa na
plazminogén pritomny v krvnej zrazenine, na plazmin ¢o spdsobi rozpustenie zrazeniny.
Medzi nesSpecifické fibrinolytika patria urokinaza a streptokinaza. Anistreplaza je
derivatom streptokindzy, proenzym, ktory ma funkciu prolieciva, z ktorého sa deacylaci
uvolnuje streptokindza. Ide o komplex streptokindzy a plazminogénu. Urokinaza je
proteinovy enzym produkovany oblickami a vyluCovany mocom. Preto sa niekedy
oznacuje ako uPA (urinarny typ aktivatora plazminogénu). Od urokindzy boli novsie

biotechnologicky pripravené t¢inné derivaty, nasarupldza a neskor sarupldza.

Specifické aktivatory plazminogénu, alteplaza, reteplaza, tenektplaza, k svojej aktivacii
potrebuju  fibrin sa oznacuji ako tPA (tkaninovy aktivator plazminogénu).
Od prirodzeného tkanivového aktivatoru sa liSi Struktirou ¢i vymenou aminokyseliny.
Endogénny tPA je polypeptid obsahujuci 527 aminokyselin. Tento enzym je pre kratky
pol¢as pre pouzitie nevhodny. Stal sa vSak predlohou, od ktorej boli rekombinantnou
technologiou pripravené trombolyticky U¢inné derivaty, pre ktoré je charakteristicka
koncovka "tepldza. Alteplaza (1tPA) je rekombinantnou formou l'udského tkanivového
aktivatora plazminogénu. Jedna sa o biotechnologicky pripraveny glykoprotein. Do tejto
skupiny patria tiez tenekteplaza (TNKtPA). To je upravend molekula l'udského
tkanivového aktivatora plazminogénu, ktord je produkovand technoldgiou rekombinantne;j

DNA (Kolét, 2008).

Viézbou na fibrinovll zloZku menia v trombe viazany plazminogén na plazmin, ktory
odbura  fibrinovy  zdklad trombu bez  systémovej  aktivacie  plazminu

(Sliva, 2010).

Antifibrinolytika

Ich mechanizmus ucinku je inhibovat’ Uc¢inok proteolytickych enzymov, ktoré moédzu
aktivovat’ fibrinolyticky proces. Vac¢Sinou zabranuju vdzbe plazminu na fibrin. Patria
medzi ne kyelina € -aminokapronova (EACA), kyselina tranexamovd, kyselina

p-aminomethylbenzoova (PAMBA) a aprotinin (Lincova et al. 2007).
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4 Antiagregac¢né ucinky flavonoidov
Agregacia krvnych dosti¢iek je zékladnym predpokladom pre Siroku skalu
patofyziologickych procesov, v udalostiach v rozmedzi od normélnej koagulécie krvi az do

extrémov aterosklerdzy (Kelly et al. 1996).

4.1 Agregacia navodena kolagénom

Na agregaciu krvnych dosti¢iek indukovant kolagénom bolo vykonanych 9 stadii,

kde boli testované rozne flavonoidy.

V prvej praci bol analyzovany extrakt z Sophora japonica. Tiez boli izolované 4
flavonoidy a 6 flavonoidnych glykozidov z listov a stonky Sophora japonica na potkanie
krvné dosticky. Bola pouzitd krv bohatd na krvné dosticky. K porovananiu bol pouzity
ASA. Biochanin (¢. 1 v Tab. 10) ukézal vacsi efekt na kolagén ako ASA. Genistein (€. 3
v Tab. 10) bol asi desat’krat va¢si inhibitor kolagénu ako biochanin. Rutin (¢. 10 v Tab. 10)

bol vel'mi miernym inhibitorom (Kim et al. 2008).

Tabulka 10 Protidostickovy efekt flavonoidov izolovanych s. japonica

IC; (M)

Compound AR Collagen® LM4ER1D=
ASA 63.0 46010 3B00
1 18.9 1470 9e
2 16 >300.0 156
3 203 4.8 38
4 >300.0 >300.0 >3000
5 >300.0 >300.0 >300.0
B =300.0 >300.0 >300.0
7 259 >300,0 1234
B E7.3 723 61.0
] 380 =300.0 =300.0
10 =300.0 > 3000 >300.0

Tri zluceniny boli identifikované ako izoflavony: biochanin A ¢. 1, irizolidon ¢. 2
a genistein ¢. 3, Styri boli identifikované ako izoflavonové glykozidy: Sisotrin ¢. 4,
soforabiozid ¢. 5, genistin ¢. 6 a tektoridin ¢. 7 a flavonoidy apigenin ¢. 8, kvercitrin ¢.9

a rutin ¢. 10. Zdroj: Kim et al. 2008

V podobnej stadii boli tri rdézne extrakty (metanol, etylacetdt, hexén) z yuzu
hodnoten¢ na ich antioxida¢nt aktivitu a protidostickové ucinky. Inhibicia potkanich
krvnych dosti¢iek (PRP) bola indukovana kolagénom a k porovnaniu boli testované tiez
vytazky z citrusovych plodov a ASA. Vsetky frakcie inhibovali agregaciu dosticiek v
rdznej miere.
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Extrakt Yuzu, ktory obsahuje flavonoidy hesperidin, naringin a floretin, v koncentracii
1 mg / ml zablokoval funkciu dosticiek 96,1 + 1,8 (etylacetatovy extrakt), 79,9 + 2,1
(metanol) a 77 + 6,7% (hexan, Obr. 16). 0,3 mg / ml aspirinu inhiboval agregaciu krvnych
dostic¢iek vyvolant kolagénom o 95,7%, €o je takmer rovnakéd ako 1 mg / ml etylacetatu

extraktu yuzu (Assefa et al. 2016).
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Obrazok 16 Inhibicny efekt Yuzu na krvné dosticky indukovani kolagénom
Zdroj: Assefa et al. 2016

V dalSej stadii bol ucinok katechinu a kvercetinu na agregaciu l'udskych krvnych
dosti¢iek merany za pouzitia dvoch réznych koncentracii kolagénu. Obaja katechin a
kvercetin inhibovali kolagénom indukovant agregiciu premytych krvnych dostic¢iek
(Tab. 11). Stupeii inhibicie bol zavisly od koncentracie pouzit¢ho kolagénu (Pignatelli et
al. 2000). Katechin a kvercetin samostatne (v koncentraciach katechin 25umol/l, kvercetin
5 wmol/l) nemali Ziaden G¢inok, ale dokopy mali G€inok az 55%.

Tabul’ka 11 Porovnanie inhibicie agregdcie krvnych dosticiek indukovanu kolagénom
u katechinu a kvercetinu

Zlucenina ; c=pmol/l Kolagén 2mg/1 Kolagén 4mg/1
Katechin; 100 75% 39%
Kvercetin; 20 50% 43%

Katechin 25 a kvercetin 5 55% 55%

Zdroj: vlastné spracovanie podla vysledkov Pignatelli et al. 2000

Podobné vysledky inej skupiny ukazali, Ze kvercetin v koncentracii 100 pM

inhiboval kolagénom indukovanu agregéaciu l'udskych krvnych dosti¢iek (PRP) >90% a

v koncentrécii 200 uM doslo dokonca ku kompletnej inhibicii (Mosawy, et al. 2013).

Kvercetin inhiboval agregéciu potkanich krvnych dosti¢iek indukovanej kolagénom

(2,5 pg / ml). Patdesiat percent inhibi¢nej koncentracie kvercetinu na PRP uvedenom

agoniste bola odhadnuta na 25,0 £4,4 uM — Obr. 17 (Oh et al. 2012).
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Obrazok 17 Inhibicna aktivita kvercetinu na kolagén
Zdroj: Oh et al. 2012
Vo vyskume Hubbard et al. (2003) bola Studovana inhibicia I'udskych krvnych
dostic¢iek kvercetinom. Vysledky st odvodené z troch samostatnych experimentov. Ako
rozpustadlo bolo pouzit¢ DMSO, ktoré nemalo ziaden vplyv na agregéaciu premytych

dosticiek. Kvercetin tiez inhiboval agregéaciu dosticiek v zavislosti na inych agonistov.

Avsak, tento Uc¢inok bol menej G€inny v porovnani s inhibiénym ucinkom kvercetinu na
kolagénom stimulovanu agregaciu krvnych dosti¢iek. Tabulka 12 zobrazuje hodnoty 1Cso

na inhibiciu agregéciu krvnych dosticiek.

Tabul’ka 12 Inhibicia krvnych dosticiek kvercetinom

Collagen ICa {querceting
pgml~! HM (m = 5) = 5EM
5 R69 % 1,05

- 647 £ 109

3 493+ .12

2 487 1.11

| 302+ 105

0.5 2374103

Zdroj: Hubbart et al. 2003
Nedostatoéné chdpanie vztahu medzi Struktirou flavonoidov a ich inhibi¢nou
aktivitou na funkciu l'udskych krvnych dosticiek bolo predmetom Stadie Wright et al.
(2010). Napriek podobnym ucinkom, pri koncentracii 10 uM apigenin spdsobil vacsiu
uroven inhibicie, nez kvercetin. Inhibicia agregéacie premytych dosti¢iek spdsobena 10 uM
a 40 uM apigeninom boli identické, zatial’ ¢o 40 mM kvercetin Gplne inhiboval agregaciu.
Pri rovnakej koncentracii (40 uM), tamarixetin, kvercetin-3'-sulfat tiez uplne inhibovali

agregaciu. Apigenin a kvercetin boli najicinnejsie testované flavonoidy.
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Oproti tomu, katechin bol najmenej U¢inny flavonoid s inhibi¢nou G¢innost'ou o
dva rady nizSiou nez kvercetin. Metabolity kvercetin a apigenin moézu byt u¢innymi
inhibitormi krvnych dosti¢iek. Na zdklade vysledkov (Tab. 13) bolo vytvorené poradie
ucinnosti flavonoidov kvercetin = apigenin> tamarixetin = kvercetin-3'-sulfat> kvercetin-

3-glukuronid> katechin (Wright et al. 2010).

Tabul’ka 13 Inhibicia agregdcie flavonoidmi

Flavonoid/metabolite loglCso = SEM (M) Rmax + SEM Hill slope = SEM
(aggregation-% of control)

Aggregation 5-HT secretion Aggregation 5-HT secretion Aggregation 5-HT secretion
Quercetin =517 £0.04 -511x0.02 1000 960 -2.79 = 0.69 -2.04+0.27
Tamarixetin -4.75 0,05 -4.66+0.18 96+ 4 B3x3 -2.99 =0.80 -1.69 £ 0.60
Quercetin-3-sulphate —4.72+0.01 —-4.73+0.03 1000 1000 -10.71x2.49 -2.48£041
Apigenin =531 =0.04 -536x0.04 1000 87x2 -2.23x043 -2.19£0.32
Catechin -3.44+0.05 -3.45+0.04 1000 100+0 -2.91=0.82 -1.51+0.19

Sily boli vypocitané ako koncentracia flavonoidov (kvercetin, apigenin a katechin) alebo
metabolitov (tamarixetin a kvercetin-3'-sulfat), ktoré inhibovali agregdciu alebo sekréciu
5-HT o 50% (ICsg). Hodnoty LoglCso sa vypocitali pomocou nelinedrnej regresie a
premennej sklonu krivky (Hill slope) s inhibicnymi konstantami (maximdalna a minimdalna
% agregacia) individudlne stanovena pre kazdu zluceninu. SEM bola odvodena z loglCso
troch individuadlnych vysledkov merani. Zdroj: Wright et al. 2010

V §tudii Guerrero et al. (2004), bolo pozorované, ze kratka inkubdcia dosticiek s
niektorymi flavonoidmi sposobila inhibiciu agregacie zavisli na koncentracii. Vysledky su

zhrnuté v Obr. 18.
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Obrazok 18 Porovnanie ICsg roznych flavonoidov na agredciu krvnych dosticiek
navodenim kolagénom v koncentracii

Na testovanie bola pouzita ludska krv od dobrovolnikov atestovanie prebiehalo
na premytych krvnych dostickach. Zdroj: vlastné spracovanie podla Guerrero et al. 2004
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V d’alSej stadii boli skimané ucinky na agregéciu dostic¢iek 6 koncentracii Cistého
kvercetin-3- glukozidu, aglykénu kvercetinu, aglykénu apigeninu a katechinu. Uginky
neboli skumané v celej krvi, pretoze v celej krvi je indometacin stabilny iba < 30 min.
Indometacin, Specificky inhibitor enzymu cyklooxygendzy, bol pouzity ako pozitivna
kontrola. Agregacia v plazme bola stimulovanid do konecnej koncentracie 2 mg kolagén.
Agregéicia v premytych krvnych dostickdch bola indukovand 2,5 mg kolagénu.
Indometacin v koncentracii 1 uM zablokoval kolagénom indukovant agregéaciu v plazme
bohatej na l'udské krvné dosticky o 67 % a v premytych dosti¢iek o 74 %. Katechin
inhiboval kolagénom indukovanu agregaciu v plazme bohatej na dosticky podstatne iba
pri koncentracii 2500 puM. Apigenin v koncentracii 2,5 pM inhiboval kolagénom
indukovant agregaciu v plazme bohatej na dosticky o 24 + 34 %. Koncentracia 2500 uM
vyznamne inhibovala vyvolanej kolagénom agregacie o 91 + 4 %. V plazme bohatej na
krvné dostic¢ky, flavonol kvercetin vyznamne inhibovali kolagénom indukovant agregaciu
0 95 + 4 %. Nizsie koncentracie kvercetinu boli neucinné. Koncentracie 0,25 az 2500 uM
flavonolu kvercetin-3-glukozid vyznamne neovplyvnila agregaciu dosticiek. Vysledky su

v Tab. 14 (Janssen et al. 2013).

Tabulka 14 Uéinok flavonoidov na inhibiciu agregdcie indukovanii kolagénom

Flavonoid; koncentacia .. I.nh1b1’c1a agre’:gacle
(umol/l) iniciovana kolagénom(%o)
Katechin; 2500 59+25
Apigenin; 2,5 24434
Apigenin; 2500 91+4
Kvercetin; 2500 95+4
Kvercetin, nizsia 0
koncentracia
Kvercetin 3- glukozid; 0,25- 0
2500

Zdroj: Vlastné spracovanie podla vysledkov Janssen et al. 2013

Z publikovanych vysledkov je obtiazne vyvodit’ nejaky jednoznacny zaver. Urcity
obrazok si je mozné urobit’ z tabulky 15, ktord sumarizuje vysledky s kvercetinom.
Je z nej dobré vidiet’ vyrazné rozdiely mezi jednotlivymi $tadiami, ktoré pouzili podobnu
alebo rovnakil davku induktorov, ale dosiahli vyrazne odliSnych vysledkov. Krvné
dosticky su citlivé na osobitné zaobchddzanie a v doésledku toho sa moézu aktivovat

predcasne, a to by mohlo mat’ vplyv na vysledky (Mosawy, 2015).
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Tabul’ka 15 Posobenie kvercetinu na kolagénom navodenu agregdciu podl’a Studii

Koncentracia Kvercetin Pouzité krvné Inhibicia Autor
kolagénov (M) dosti¢ky(premyté/PRP) (%)
o , Janssen et
2.5mg/L 2500 PRP; l'udské 95+5 4l 2013
0,25; 2,5; o , , Janssen et
2.5mg/L 25: 250 PRP; l'udské Neaktivne 4l 2013
2mg/L 20 Premyté; l'udské 50 Pignatelli
4mg/L Premyté; I'udské 43 etal. 2014
2,5ng/ml 100 Premyté; potkania 25,0 +4.4 Og Oe]t 2a L
5 png/ml 8,69+1,05 Premyt¢; I'udské 50
4 pg/ml 6,47+1,09 Premyté; l'udské 50
3 pg/ml 4,93+1,12 Premyté; I'udské 50 Hubbard et
2 pg/ml 4,87+1,11 Premyté; I'udské 50 al. 2003
1 pg/ml 3,02+1,05 Premyté; l'udské 50
0,5ug/ml 2,37+£1,03 Premyt¢; l'udské 50
e : Wright et
Sug/ml 40 Premyté; I'udské 100 al 2010
, Mosawy et
Sug/ml 100 PRP; 'udskeé >90 al 2013

Zdroj: vlastné spracovanie podla vysledkov studii
4.2 Agregacia navodena kyselinou arachidonovou

Dostupné stadie ukazuju, Ze flavonoidy st schopné inhibovat’ agregaciu krvnych

dosticiek vyvolanou podanim AA.

V §tadii Guerrero et al. (2004), bolo pozorované, ze kratka inkubacia I'udskych
dosti¢iek (PRP) niektorymi flavonoidmi spdsobila inhibiciu agregéacie zavisli na
koncentrécii (Obr. 19). Najucinnéj$imi latkami boli rhoifolin a rutin, ktoré dosiahli I1Cso

v koncentracich 50 pM.

Na druhej strane vinej Studii na PRP od zdravych dobrovolnikov, apigenin,
kvercetin ani morin neinhibovali agregaciu dosti¢iek indukovanu AA (10 pM)
v koncentracidch 40 uM kvercetin, 420 uM morin a koncentracia apigeninu nebola
uvedend. Prekvapivo myricetin inhiboval AA- indukovanu agregaciu o 75% v koncentracii
100 uM. Vysledky s premytymi doStickami boli rozdielne, flavonoidy okrem apigeninu
boli t€inné v koncentraciach 420, 100 a 40 uM ( Kelly et al. 1996).
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Obrazok 19 Porovnanie ICsg na inhibiciu agregdcie krvnych dosticiek vyvolanou 10 uM
AA

Zdroj: viastné spracovanie podla vysledkov Guerrero et al. 2004
Vo vyssie spominanej Studii extrakty zo Sophora japonica boli tieZ skiSané na
agregaciu indukovanu AA (20 - 40 uM). Biochanin (ICso 19,9 uM) ukazal vacsi efekt ako
ASA. Irisolidone (ICso 1,6 uM) bol dokonca 6-12 nasobne silnejsi inhibitor nez biochanin.
Genistein (ICso > 300 uM) bol rovnako aktivny ako biochanin indukovanej agregacie.
Kvercitrin (ICso 38 pM) tiez ukazal inhibi¢ny vplyv na tato agregéaciu indukovanii AA.
Rutin (ICso > 300 pM) bol vel'mi miernym inhibitorom (Kim et al. 2008).

4.3 Vplyv na fosfolipazu A,

Fosfolipaza A> (PLA») hra kI'ai€ovu ulohu v tvorbe zapalovych medidtorov ako st
prostaglandiny, leukotriény, aktivovany dosti¢kovy faktor, lysofosfolipidy a PLA> sa preto
povazuje za rozhodujuci enzym zapalu. V poslednych rokoch bol identifikovany cely rad
roznych typov PLA». Napriklad, skupina I (PLA2-I) a skupina II (PLAi-II) su obe sekre¢né
(Ca*" dependentné) sPLA,, ale srozdielmi v aminokyselinovej sekvencii. PLA>-E je
pritomny v pankreatickej Stave (Lindahl a Tagesson 1997). Inhibicia PLA> je ddlezita
v neutralizicii zapalu a zabranuje aktivacii kaskady kyseliny arachidonovej. PLA:
sprostredkuje tiez prvy krok v AA-ceste agregacie krevnych dosti¢iek, pretoze uvoliuje

AA z cytoplasmatickej membrany (Dharmappa et al. 2009).
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V §tadii Dharmappa et al. (2009) genistein inhiboval vSetky sPLA> enzymy. Mnoho
inhibitorov inhibuje sPLA: aktivitu bud’ vdzbou na substrat alebo chelataciou véapnika.
Inhibicia genisteinom je nezavisla na substrate a koncentracii vapnika a vysledky ukazuju,
Ze genistein sa viaze priamo na sPLA» a ireverzibilne ju inhibuje. Vzhl'adom k tomu, ze
genistein ucinne inhiboval in vitro a in situ sPLA> aktivitu (Obr. 20), bol skimany jeho in
vivo u¢inok na edém. Genistein inhiboval edém v zavislosti na davke a pri koncentrécii 18

uM bol edém vyrazne znizeny (Obr. 21).
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Obrazok 20 Percentudlna inhibicia sPLA; genisteinom
Reakcéna zmes obsahovala sPLA> z: VRV-PL-V- jed z Vipera russelli (Vyplneny kruh),
HSF-PLA>- ludska synovidlna tekutina (prazdny Stvorec), HPF-PLA: - ludska pleurdlna
tekutina (plny Stvorec) a NN-PL-I - fosfolipaza-I z Naja naja (otvoreny kruh)
Zdroj: Dharmappa et al. 2009

200 A
180 4
160

140

% Edema ratio

120 4

](]U T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21

Genistein (uM)
Obrazok 21 Inhibicia edému genisteinom
Edema ratio - pomer edématoznej koncatin k normdalnej hmotnosti koncatiny
Zdroj: Dharmappa et al. 2009
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Vinej §tadii, tri Strukturdlne podobné flavonoidy, ktoré su aktivne zliceniny
nachadzajiuce sa v Cinskej droge nazyvanej Huang qui (Radix Scutellariae, baicalensis,
Sisak bajkalsky) a to baikalin, baikalein a wogonin (Obr. 22), boli skimané na ich ucinky

na expresiu a aktivitu SPLA>-IIA in vitro a in vivo.

Glucuronic acid—0_ - — HO -~ _O Vo
0enY 2o ey,
Ho” Y 7 Ho~ \(\r

OH ] OH o

Baicalin (BCL) Baicalein (BCN)

Wogonin (WGN)

Obrazok 22 Chemicka Struktura flavonoidov 7 koreia Sisaku bajkalského
Zdroj: Ku et al 2015

Tieto flavonoidy v koncentracii 5 - 20 pM inhibovali expresiu cystolickej
fosfolipdzy  (sPLA>-1IA) v lipopolysacharide (LPS) stimulovanymi  l'udskymi
endotelidlnymi bunkami pupocnej zily (HUVEC) (Obr. 23 A). Orientin (8-C glukozid
luteolinu) bol pouzity ako pozitivha kontrola pretoZze sa v predchadzajucom testovani
Lee et al. (2014) ukazal ako vhodné teraputické Cinidlo proti zépalu. Okrem toho, tieto
flavonoidy inhibovali v zavislosti na davke sPLA2-I1a Obr. 23 B (Ku et al. 2015).
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Obrazok 23 Efekt flavonoidov na expresiu a aktivitu cystolickej fosfolipazy A
A: Vplyv na experesiu sPLA2 a B: vplyv na aktivitu

Zdroj: Ku et al 2015
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V d’alSej stadii bol sledovany uc€inok rutinu na skupiny fosfolipdzy Az Tall
(obr. 24 a 25). Rutin u¢inne inhiboval PLA>-II spdsobom zavislym od davky. Oproti tomu,
rutin bol len vel'mi slaby inhibitor PLA>-I v prasacom pankrease. U¢inok rutinu na 'udské
skupiny I a II fosfolipazy A» z pankreatickej stavy a synovidlnej tekutiny, bol, ze efektivne

inhiboval vSetky PLA; frakcie zo synovidlnej tekutiny.

Na druhu stranu ziadne PLA, frakcie z pankreatickej Stavy neboli inhibované o
viac ako 40% (Lindahl a Tagesson, 1997). Je nutné¢ vSak kriticky dodat’, Ze koncentracie
pouzité v tejto Studii boli viac ako teoretické, pretoZze sa pohybovali v jednotkdch mM

a teda v klinicky nedosiahnuteI'nych koncentraciach.
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Obrazok 24 Inhibicia PLA; I a Il rutinom 7 prasacieho pankreasu

PLA>-I z prasacieho pankreasu v koncentracii (0 (e-e), z Naja naja (A-A), PLA>-II z
Crotalus atrox (0-0), a z Vipera russelli (1-4) Zdroj: Lindahl a Tagesson, 1997
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Obrazok 25 Inhibicia Pudského PLA; I a II rutinom

(e-®) PLA>-I z pankreatickej Stavy v koncentracii OM; (A-A) PLA>-I z pankreatickej
Stavy v koncentracii 0,1 M, (q-mw) PLA:>-1 z pankreatickej Stavy v koncentracii 0,7 M; (O-
O) PLA>-1I zo synovidlnej tekutiny v koncentracii 0,3 M; (4-4) PLA>-1I zo synovidlnej
tekutiny v koncentracii 0,4 M; (o-o0 )PLA>-1I zo synovialnej tekutiny v koncentracii 0,7 M
Zdroj: Lindahl a Tagesson, 1997

V dalSiej Casti tejto Studie bol porovnavany rutin a sedem dalSich Strukturélne
blizkych flavonoidov na ich schopnost’ inhibovat’ PLA>-I a PLA»-II (Obr. 26). Opét’ islo
o milimolarnu koncentraciu. 3-hydroxylovd skupina nemala velky vplyv na ucinok,
pretoze pri porovnavani rutinu (ma rhamnosyl naviazany na polohe 3) s jeho aglykonom

kvercetinom boli diasiahnuté podobné inhibicie.

Tri hydroxylové skupiny na kruhu B sa javia ako vyhodné, pretoZze myricetin bol
ucinnéj$i nez kvercetin, ktory sa od nej liSi iba absenciou jednej hydroxyskupiny na
zmienenom kruhu. Uéinny bol tieZ flavon apigenin, ktery nema 3-hydroxyskupinu a ma
jednu hydroxyskupinu na kruhu B. Zaujimavé je, Ze taxifolin, ktory sa 1iSi od kvercetinu
iba absenciou dvojitej vdzby, bol prakticky bez G€inku. Planarna konformécia bude teda
dolezita. Katechin, liSiaci sa od taxifolinu absenciou 3-hydroxyskupiny bol tiez neti¢inny.
5-hydroxyskupina bude asi mat’ tiez vyznam, pretoze fisetin, ktery se lisi iba jej absenciou

oproti kvercetinu, mal niz§i u¢inok.
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Obrazok 26 Inhibicia PLA-I a PLA>-11 roznymi flavonoidmi
Zdroj: Lindahl a Tagesson. CH. 1997
Inhibicia PLA>-1 a PLA>-1I roznymi flavonoidmi. Flavonoidy boli inkubované s PLA>-I z
prasacieho pankreasu (A-A) a PLA>-H z Crotalus atrox (O-O) a bola hodnotenad aktivita

PLA>. Hodnoty su priemer + SD zo 4 stanovenych vysledkov.

V §tadii Bae (2015) bol skimany vplyv dvoch glykozidov zo skupiny flavonov,

orientinu a izoorientinu (Obr.27), na expresiu a aktivitu sPLAx-IIA in vitro a in vivo.

R; R Name R1 R2 R3
HO ‘ D| O OH Orientin ~ Glu H OH
Rz lsporientin = H Glu OH
OH O

Obrazok 27 Chemicka Struktiura orientinu a izoorientinu

Zdroj: Bae, 2015
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Ako orientin tak izoorientin v koncentracii 20 - 50 pM znizili LPS -indukovant
sPLA»-Ila aexpresiu sPLA>-II (Obr. 28 A, B). Okrem toho, orientin a izoorientin
inhibovali aktivitu v zavislosti od koncentracie sPLA»-Ila obe latky boli ucinné uz od

koncentracie 10uM (Obr. 28 C, D) (Bae, 2015).
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Obrazok 28 Efekt orientinu a izoorientinu na expresiu a aktivitu SPLA>-114

A: HUAVEC boli inkubované s orientinom a izoorientinom po dobu 6 hod. Nasledne boli
bunky inkubované s kontrolnym médiom po dobu 24 hodin a potom sa merala hladina
expresie SPLA>-1IA v kultivacnom médiu. B-D ucinky zlucenin na aktivity sPLA>-1IA (B),
cPLA> (C) aiPLA> (D) Zdroj: Bae, 2015

Na zéklade tychto §tidii mézeme konstatovat’, ze testované flavonoidy maja ti¢inok
¢1 uz na aktivitu cystolickej fosfolipazy A, alebo na jej expresiu. Jediny genistein
ireverzibilne inhiboval tento enzym a vSetky ostatné flavonoidy mali reverzibilny Gc¢inok
na PLA> - IIA. Rutin mal okrem toho aj G¢inok aj na PLA: - IA aj ked’ nie vel'mi velky
(max 40%).

Porovanim dostupnych §tidii moZno konStatovat, Ze niektoré flavonidy moézZzu
pravdepodobne ovplyvnit PLA> vklinickych podmienkach (Tab. 16). Jedna
sa o isoflavonoid genistein, flavony baikalin, baikalein, wogonin, orientin a izoorientin,
ktoré st schopné inhibitovat’ tento enzym v mikromoldrnych koncentraciach. Naopak
u flavonolov je inhibila vysoko nepravdepodobna v klinicky dosiahnutelnych

koncentraciach.
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Tabul’ka 16 Priama inhibicia fosfolipazy A roznymi flavonoidmi

Flavonoid POllthZ’l . Enzym Autor
koncentracia
. Dharmappa et al
Genistein 21 yM sPLA 2009
et balwion, 520 M SPLA: - TIA Ku, et al. 2015
wogonin
MRlilctgtlin Lt BIE R I Lindahl a Tagesson,
yhesHL 1-4 mM PLA-I; PLA-II 1997
kvercetin, apigenin
Orientin, sPLA, — I1A;
izoorientin 10uM sPLA,- 11 Bae, 2015
Zdroj: vlastné spracovanie podla vysledkov studii
4.4 Vplyv na COX

COX je enzym pritomny v mnohych typov buniek. COX-1 je konstitutivny enzym
cyklooxygenazy, ktory sa podiela na udrzZiavani homeostazy za beznych podmienok a v
ranych fazach zapalovej reakcie. Indukovatel'nd cyklooxygendza COX-2, je zapojend v
neskorSich fazach zapalovej reakcie, kedy sa za¢ina vyvoj imunitnej odpovede. COX-1 je
konstitutivne exprimovany v krvnych dostickach, ako aj v neurdnoch, astrocytoch a
mikrogliach buniek (Morel et al. 2016). Vo vyzkume Karlickova et al. (2016) boli
testované flavonoidy pre ich efekt na inhibiciu ovéej COX-1 najprv testovanej
v koncentracii 100 pM a porovnavané s ASA. ASA dosiahla cca 30% inhibicie pri
koncentracii 100 pM, izoflovonoidy genistein a daidzein boli Uc€innejSie inhibitory kym
vSetky ostatné flavonidy boli inaktivne. Vzhl'adom na tieto prekvapujice vysledky bolo
opakované testovanie ASA a aktivnych izoflavonoidov v l'udskej krvi. Genistein bol viac
ucinny v nizSej koncentracii, ale porovnatelné s ASA vo vysSej koncentracii (Obr. 29A).
V tomto pripade daidzeinu, bola prahova hodnota efektu okolo 40 %. Vo fyziologickych
podmienkach ASA ukézala skvely efekt v jednotkach uM a uplne inhibovala COX-1 vo
vys$sej koncentrécii. Obidve izoflavonoidy boli menej aktivne, nedosiahli plnej inhibicii ani
pri vysokych koncentraciach, ale ich aktivita v jednotkach uM mdze mat’ klinicky vyznam

(Obr. 29).
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Obrdzok 29 Uéinok flavonoidov a ASA na COX
Zdroj: Karlickova et al. 2016

Vo vyskume Gryglewski et al. 1987 sa ukézalo, Ze kvercetin v koncentraci 10 uM
a rutin v koncentraci 100 uM dokonca aktivovali COX zo semennych vackov barana zatial
¢o katechin /(+)-3-cyanidol/ a 3-O-metylkatechin (mediadolol) ju slabo inhibovali ale
sICso viadu 1 mM. Vypocitana efektivna maximalna koncentracia v plazme tychto
flavonoidov je priblizne 0,05 a 0,03 pM. Kyanidol a mekiadonol nemali ale ani v davke
10 uM antiagregacné ucinky.

Vo vyzkume Moroney et al. 1998  bolo porovnavanych 17 flavonoidov
(glykozidovée, aglykony) na inhibici leukocytarnt COX z potkana (Obr. 30). NajucinnéjSie
boli flavonoidy s OH skupinou na B kruhu v polohe 3, 5, 7. ICso galanginu a chrysinu sa
pohybovali dokonce pod 10 uM. Glykosidy boli ovel'a menej, pokial’ vobec, i¢inné.
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Obrazok 30 Porovnanie ICso na inhibiciu potkaniu COX z leukocytov

Zdroj: Vlastné spracovanie podla vysledkov Moroney et. al. 1988

V podobnom vyskume Laughton et al. (1991) boli sledované flavonoidy a ich
schopnost’ inhibovat cyklooxygenazu v potkanich leukocytoch. Niekol’ko flavonoidov
preukazalo aktivitu inhibovat COX u potkanov. Tato S§tadia pozorovala inhibiciu
5-lipooxygenazy ako COX selektivne sa ukézali flavonoidy, ktoré maju na svojom skelete
1,2 alebo 3 OH skupiny. Skvelé inhibi¢né u¢inky na COX vykazali 3-hydroxyflavon a
flavony chrysin, galangin rovnako ako zékladny flavon. Tieto latky mali ICso pod 10 uM

(Obr. 31).
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Obrazok 31 Inhibicia eikosanoidovej syntézy flavonoidmi
Zdroj: Laughton et al. 1991
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V dalSej s$tadii boli tieto flavony dalej preverované na ich schopnostiach
inhibibovat’ COX-1 i COX-2 (Obr. 32). Chrysin v koncentracii 100 uM mal percentualnu
inhibiciu na produkciu COX-1 menej ako 70%. Luteolin bol menej aktivnym inhibitorom
(menej ako 50%). Flavonoidy boli menej aktivne. Chrysin bol najviac aktivny na COX-1.
Naopak apigenin, chrysoeriol a diosmetin neboli vobec aktivne. Indometacin
v koncentracii 1 pM bol pouzity ako pozitivna kontrola a predstavoval aktivitu 91,8 +
3,2%. Pri inhibicii produkcie COX-2 diosmetin a luteolin boli aktivne, s percentudlnou
inhibiciou 56,9 + 6,1 a 56,4 £+ 6,9. Celekoxib (5 uM) bol pouzity ako pozitivna kontrola
a mal aktivitu 72,8 £ 2,9% (Ribeiro et al. 2015).

Compounds RI R R inhibition (%) + SEM m';i"f“'*
COM-1 Q-2

4a Chrysin H H H 674 £55 HO£4.0 0

dc Apigenin H OH H MA AL2sa8

A Lutespn T I OH OH H 3315+7.9 Sbdx509 0.6

&f Chrysoeriol -1 Qe OH H NA L& 5

A Dsasmenn OH Ukle H A b9 t6.1

4h OMe  OMe H MExT2 MA

. i
5b []-Erindictyol i - " OH H [ I55:50

Obrazok 32 Inhibicia Pudskych COX-1 a COX-2

Bola pouzita koncentracia 100 uM a vysledky su vypocitané ako priemernd hodnota
z troch merani. COX bola od zdravych dobrovolnikov. NA-neaktivne. Zdroj: Ribeiro et al.
2015

Na zéklade tychto $udii moézeme konStatovat, ze medzi najucinnejSie testované
flavonoidy patria genistein, daidzein, luteolin, chrysin, kempferol, morin, kvercetin a rutin

(Tab. 17). Avsak ani jeden z nich nevykazoval inhibi¢nt aktivitu viac ako 80%.
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Tabulka 17 Prehlad najucinejsich flavonoidov na inhibiciu COX

Koncentracia (uM); Biologicky

Flavonoid Autor
ucinok alebo ICso material
o o Karlickova et al.
Genistein, daidzein 100; 40% Ludska krv
2016
COX zo
. 1C50-9,4; Gryglewski et al.
Kvercetin; rutin semnnych
1Cs0-71,9 1987
vackov barana
s . ICs0-450;
utin, gosypin
IC50-630 Krysie
Moroney et al. 1998
o ) ICs0-320; leukocyty
Naringin; morin
I1Cs50-180
3-hydroxyflavon; ICso-1;
chrysin ICs0-5 Krysie
Laughton et al. 1991
ICs0-7, leukocyty
Galangin; naringin
ICs0- 320

Chrysin, luteolin 1,25-100; 70% a 50% Ludska krv Ribeiro et al. 2015

Zdroj: Vlastné spracovanie podla vysledkov studii
4.5 Vplyv na Tx-syntazu

Druhy krok z kaskady kyseliny arachidonovej je premena prostaglandinu H> na
tromboxan A, prostrednictvom tromboxan syntdzy. Tromboxan syntdza sa javi ako
zaujimavy ciel, pretoZze nemame lieky, které by ju inhibovali a pouZivali by sa v klinickej

praxi. Flavonoidy sa ale prave nejavia ako latky, které by tento enzym inhibovali.

V recentnej Studii Karlickova et al. (2016) bolo testovanych celkom 26 flavonoidov
na inhibiciou Tx-syntazy v ludskej krvi. Ich ucinky boli porovnavané so znidmym
experimentalne pouzivanym inhibitorom 1-benzylimidazolom. V koncentracii 100 uM iba
3 flavonoidy ukazali viac ako 25% inhibicie, ale vSetky z nich boli zreteI'ne menej t€inné
ako 25 pM 1-benzylimidazol. Tieto Cciasto€ne aktivne hydroxyflavony, apigenin
a epikatechin, boli taktiez testované. Z tychto dat bolo jasné, ze vSetky 3 flavonoidy boli
podobne aktivne a boli schopné vyrazne blokovat enzym v koncentracii, ktord nie je

farmakologicky relevantnd, a boli menej i€¢inné v porovnani s 1-benzylimidazolom.
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4.6 Vplyv na Tx-syntazu / COX

Existuju aj nejaké stadie, ktoré testovali produkciu thromboxanu po podani
arachidonovej kyseliny, nemozno teda urcit, ¢i ide o vplyv na thromboxan-syntdzu alebo
cyklooxygenazu. V stadii Corvazier a Maclouf (1985) bola porovnana tvorba thromboxanu
po pridavku trombinu alebo AA. Vysledky boli praticky totozné lebo nebol ziaden velky
rozdiel v ICso medzi AA a trombinom (Tab. 18) Naringin, rutinoz, floridzin nemali Ziaden
detekovany efekt az v koncentracii 1000 puM. Rutin bol menej aktivny ako ostatné
flavonoidy. Jediné Ciastocne ucinné flavonoidy boli flavon a kvercetin. Kvercetin bol viac

ucinny a dosiahol ICso okolo 50 uM (Corvazier a Maclouf, 1985).

Tabul’ka 18 Efekt flavonoidov na metabolizmus AA v Pudskych krvnych dosti¢kdach

Compound added IC,, for thromboxane B, formation
(pM+S5.D)(n=13)
Thrombin C20:4
(0.5 U/ml) (40 pM)
Rutin >1000 >1000
Rutinose " "
Catechin 4504120 2004120
Morin 400+ 70 4004100
Phloretin 300+ 50 1754120
Phloridzin » ’
Naringenin 200+ 57 175+ 50
Naringin * »
Flavone 104+ 12 80+ 15
Quercetin 55+ 21 444+ 47

Zdroj: Corvazier a Maclouf, 1985
V inej praci podla You et al. 1999 nebol ale uc¢inok kvercetinu na ovplyvnenie
produkcie TxB> po podani AA vobec detekovany. VSeobecne v tejto praci bola inhibicia
produkcie thromboxanu minimalna (Tab.19). Apigenin vykézal slabu inhibiciu (10 %)

COX. Isoflavonoidy, daidzein a tektorigenin, slabo inhibovali COX menej ako 20 %.
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Tabul’ka 19 Efekt flavonoidov na COX/LOX

% Formation % Formation
of TNE," of 12-HETE"
Control 100.0+ 10.1° 1000+ 10.4°
Indomethacin 24,0+ 4.6* 1o4£175
NODGA 493+ 8.6" 19.1+1.9*
Flavones
Apigienin 89.64 1010 950115
Wiogomin 104,740 B28+7.7
7 D-mﬂhylw::gcmr'n 102.7+9.3 87.0+7.5
Chrysin 1055467 82,3106
Baicalein 104.0+9.7 15.8:+4.0"
Oiroxylin A 91.0+£10.5 422+ 3.3"
Sh-1 13224146 172464
Skullcapflavome 1 UB.31L6.4 10655 4.0
Isoflavones
Daidzein B4.349.5 Bi.649.3
Tectorigenin 8224125 117.5+4.2
Iristectorigenin A 105.7+3.7 90.0+7.0
Flavonols
Cusercetin 1224+ 104 67.1+9.1*
Vitexicarpin 127.0+14.1 114,54+ 7.8

Zdroj: You et al. 1999
4.7 Vplyv na Tx- receptory

Posledna dobre znadma cast’ agregacnej kaskady je aktivacia tromboxdnového A»
receptoru. Tromboxanovy A; receptor, ktorého Uc¢inky na krvné dosticky, a na iné cielové
bunky, su sprostredkované interakciou so Specifickymi transmembranovymi receptormi
spojenymi s G-proteinom. Pre analyzu ucinku na tejto irovni nemozno pouzit' endogenny
thromboxan A» vdaka jeho polocasu, ale pouziva se jeho stabilny alalog U-46619

(Obr. 33).

CHs

Obrazok 33 Chemicka struktura Tx-A; (vPavo) a U- 46619 (vpravo)

Zdroj: vlastné spracovanie
V§tadii Karlickovd et al. (2016) boli testované rozne flavonoidy az po
koncentraciu 300 pM. Ak nebola dosiahnutd inhibicia agregicie l'udskych krvnych
dosti¢iek pri tejto vysokej koncenracii boli zliceniny povazované za neaktivne.

Vzhl'adom k ich aktivite boli flavonoidy rozdelené do 4 tried (Tab. 20).
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Aktivita flavonoidov bola porovnavana podl'a dvoch kritérii: ICso a efekt v koncentracii
100 uM, pretoze ich antiagregacné krivky mali iné tvary.

Tabul’ka 20 Triedenie flavonoidov podl’a ich schopnosti inhibovat’ agregdciu
indukovanu tromboxdanovym receptorom

Trieda Efekt Flavonoid

Baikalein, baicalin, flavon,
hesperidin, hesperetin,
3-hydroxyflavon,
Neucinny Ziaden efekt pri 300puM 5-hydroxyflavon, negletein,
luteolin, rutin, mosloflavon,
naringin, taxifolin,

troxerutin

. Efekt pri 300uM, ale ziaden Kempferol, myricetin,
Nepatrne G€inny ) ) ) )
efekt pri 150uM naringrnin, kvercetin

Katechin, diosmin,
‘ ‘ Efekt pri 150uM, ale ziaden ) ) ‘
Mierne G¢inny epikatechin, chrysin,
efekt pri 100pM o _
genistin, morin

, Apigenin, daidzein,
Uc€inny Efekt pr1 100pM

genistein, 7-hydroxyflavon

Zdroj: Karlickova et al. 2016
Pri d’al$ej analyze bol skimany ucinok flavonoidov na trombinom indukované
uvolfiovanie vapnika v krvnych dosti¢kach osetrenych ASA. Uvoltiovanie [Ca®']i bola
pozorovand od vSetkych testovanych zlG€enin. Stimulicia dosticiek s U-46619
v pritomnosti EGTA (etylen glykoltetraoctovd kyselina) malo za nésledok rychle 10-

nasobné zvysenie koncentacie Ca** v krvnych dostickach (Obr. 34).
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Obrazok 34 Vplyv flavonoidov na U46619- a trombinom indukované uvoliiovanie
[Ca?']i

Zdroj: Guerrero et al. 2007
Prdzdne stlpce predstavujii U46619-aktivované krvné dosticky; cierne pruhy ukazujii
trombinovu stimulaciu aspirinom oSetrenych krvnych dosticiek; SQ- stabilny synteticky TP

antagonista.

V §tadii Navarro - Nunez et al. (2009) Studovali inhibi¢né ucinky 20-tich réznych
flavonoidov v koncentracii 250 pM na vidzbu SQ29548 (stabilny synteticky TP
antagonista)  ludskych  krvnych  dosti¢iek.  Poradie  inhibicnej sily  bolo

apigenin = genistein > skutelarein > naringenin > chrysin > luteolin = katechin =

acacetin > dimetylapigenin = flavon > kampferol > diosmetin = rutin > kvercetin =
diosmin > roifolin = naringin. Trimetylflavon, neohesperidin dihydrochalkon a

floroacetofenon nepreukazali inhibi¢ny Uc¢inok (Obr. 35).
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Obrazok 35 Efekt flavonoidov na inhibiciu viizby syntetického TP na krvné dosticky



Ucinok flavonoidov na [3H] -S029548 viazucich sa na krvné dosticky v plazme bohatej na
krvné dosticky. Krvné dosticky (150 x 10° / 1) boli inkubované s 5 nM [3H] - SQ29548 v
nepritomnosti alebo pritomnost’ réznych flavonoidov (250 uM), alebo s 0,4% DMSO ako
kontrola po dobu 30-tich minut. Vysledky su vyjadrené ako percentudlna Specificka
inhibicia [3H] - SQ29548, vzhladom na to, zZe 100% inhibicia bola dosiahnutd
v pritomnosti 10 uM SQ29548. Graf predstavuje priemer SD troch pokusov. NHDC:
neohesperidin dihydrochalkon. Zdroj: Navarro - Nunez et al. 2009

Rovnaky autori uz v predchadajicej stadii poukazali na schopnost flavonoidov
viazat’ sa na TxA; receptor, respektive inhibovat’ vézbu stabilného analégu tromboxanu A»
SQ29548. Okrem uc¢innych agonistov apigeninu a genisteinu (Obr. 36 A a vid’ aj Obr. 35)
testovali tiez kvercetin, ktory sa ale ukdzal ako zanedbatelny v sitazi o tromboxanovy
receptor (Obr. 36 B). Glykozylované flavonoidy, ako napriklad roifolin mal vyrazne niZsiu

schoponost’ viazat sa na TxA; oproti neglykozylovanému flavonoidu apigeninu

(Navarro - Nunez et al. 2008).
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Ucinok flavonoidov na vizbu [3H] - S029548 na PRP. PRP boli inkubované
s [3H] - §Q29548 (5 nM) v pritomnosti zvySujucich sa koncentracii apigeninu (4) alebo
fixnej koncentracie odlisnych flavonoidov (250 uM) ako konkurentov (B). Dej je zobrazeny
na paneli A a je to reprezentativny priklad vysledkov krivky zavislej od davky a Specifickej
vazby apigeninu (N=3). Panel B predstavuje percentudlnu Specificku inhibiciu
[3H] - §Q29548. Vysledky su priemerom 3 pokusov. Zdroj: Navarro - Nunez et al. 2008

V stadii Guerrero et al. (2004), bolo pozorované, ze kratka inkubacia dosticiek s
niektorymi flavonoidmi sposobila inhibiciu agregéacie zavisli na koncentracii. Apigenin
a genistein sa spravali ako silni ihibitory agregacie navodenej analogom tromboxanu A>
v koncentracii nizSej ako 50 uM. Luteolin a kvercetin boli menej u¢inné. Diosmetin mal
ICs0 nad 100 uM, katechin dokonca nad 200 uM a rhoilin dokonca 400 pM zatial’ ¢o rutin

nebol az do testovanej koncentracie 1 mM vobec ucinny (Obr. 37).
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Obrazok 37 Inhibicia krvnych dostic¢iek vyvolana U - 46619
Zdroj: vlastné spracovanie vysledkov Guerrero et al. 2004

V testovani Guerrero et al. (2007) si kladli za ciel’ preskimat, ¢i flavonoidy
zasahuju do TxA: receptoru dosti¢iek signdlnej drahy bunky. Najprv bol posudzovany ich
vplyv na mobilizaciu vépnika po selektivnej stimulacii TP (Specificky membranovy
receptor) dostiCiek. Stimulacia dosticky s 2 uM U46619, v pritomnosti 2 mM EGTA, aby
sa zabranilo agregicii a prilivu extracelularneho véapnika, malo za nésledok rychle az
10-nasobné zvySenie koncentracii vapnika vo vnuti dosti¢iek. Flavon, apigenin, zniZil
uvol'nenie vapnika v zavislosti od koncentracie (Obr. 38). Za tychto experimentalnych
podmienok, ostatné testované flavonoidy, ako je napriklad genistein, luteolin a kvercetin sa
tiez spravali ako inhibitory mobilizacie vapnika iniciované¢ U46619 s koncentraciou medzi

10 a 30 uM zobrazujuci zniZenie hodnoty na polovicu.
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V porovnani s tymito zluceninami, rutinu, glykozylovana cast’ kvercetinu, vykazuje

zanedbatel'ny uc¢inok aj pri vel'mi vysokej koncentracii.
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Obrazok 38 Davkovo zavisla inhibicia uvol’nenia vapnika apigeninom

Zdroj: Guerrero et al. 2007

Vo vsetkych Studiach boli sledované flavonidy apigenin a genistein, ktoré vo

vSetkych Studiach mali antagonisticky efekt na Tx. Ich vysledky su zhrnuté v nasledujicej

tabul'ke (Tab. 21).

Tabul’ka 21 Porovnanie ucinkov apigeninu a genisteinu jednotlivych Studii

Pouzita
Zlucenina Koncentracia PRP/premyté finalm} . Il,lhlblc.la Autor
pM koncentracia | 4ano/nie
U46619
Apigenin ra
Daidzein 100 PRP 0,75-1,5uM 4no ]Z?Z l;g’;‘%’
Genistein '
Apigenin . , Guerrero et
Genistein 20 premyte 2uM ano al.2004
Apigenin 5nM (2008) AT
Nunez et
250 PRP 10uM (2009 ano
Genistein HM (2009) al.2008 a
2009

Zdroj: vlastné spracovanie podla studii

4.8 Agregacia iniciovana ADP

ADP bola prvou preukdzanou molekulou, ktora stimuluje agregaciu dosticiek. Je

obsiahnuty v granulach krvnych dosticiek, a je uvolnend po prvej aktivacii krvnych

dosti¢iek na miestach poskodenia a aktivuje dalSie doSticky a stabilizuje agregaty.

Aktivacia receptora zohrdva rozhodujiicu ulohu pri ulahovani odpovedi s inymi

agonistami (Smyth et al. 2009).
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Vo vyzkume Boji¢ et al. (2009) bol testovany stbor tridsiatich flavonoidov. Kde
klopidogrel, antagonista ADP - receptora, bol pouzity ako pozitivna kontrola. Krv bola
pouzitd od zdravych dobrovolnikov. Vysledky antiagrega¢nych tc¢inkov flavonoidov boli
koncentraciu flavonoidov, ktord mdze vyznamne znizit agregaciu v porovnani s
neosetrenym vzorkom. VSetky analyzované flavonoidy vykazovali antiagregacnu aktivitu

MINaAC v rozmedzi od 119 nM do 122 pM.

35
30

~ 25
%. 20
£15
°E 10

Obrazok 39 Prehlad ucinkov flavonoidov na ADP
cmin: minimalni koncentrdcia, ktora vyznamné znizZila agregaciu
A: p-O-metylované derivaty, B: Monohydroxylované flavony
Zdroj: vlastné spracovanie podla vysledkov Bojic et al. 2009
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daidzein formononetin genistein prunetin

Obrazok 40 Prehlad ucinkov flavonoidov na ADP

cmin: minimalni koncentrdcia, ktora vyznamné zniZila agregdciu
C: Monohydroxylované flavanonoly, D: Izoflavonoidy
Zdroj: vlastné spracovanie podla vysledkov Bojic et al. 2009

Aj ked wvysledky klopidogrelu st porovnatelné s vysledkami najsilnejSich
flavonoidov 3,6-dihydroxyflavonu a syringetinu, malo by to byt interpretované opatrne.
Klopidogrel je prekurzor, ktorého metabolickd aktivacia do istej miery moZe nastat’ in
vitro, ktorého hlavny enzym zodpovedny za aktivaciu, CYP2C19, pritomny v réznych
tkanivach, vratane krvi. Ziskané vysledky ukazuju, ze dokonca aj denna spotreba

flavonoidov moze ovplyvnit’ agregaciu krvnych dosticiek.
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V inej préci neinhibovali l'udskej plazme obohatenej krvnymi dostickami apigenin,
kvercetin, morin agregaciu dosti¢iek indukovani ADP. Myricetin inhiboval ADP-
indukovani agregaciu o021 %. Agregacia v premytych dostickdch bola vyznamne
inhibovana flavonoidmi okrem apigeninu. Tato Stadia ukazala, Ze flavonoidy inhibovali
premyté krvné dosticky vel'mi silno, ale mali mensi alebo ziaden efekt v plazme bohatej na
krvné dosticky. Myricetin bol najucinnejSim inhibitorom agregacie krvnych dosticiek
(Kelly et al. 1996).

Amentoflavon hexaacetdt inhiboval agregaciu ludskych krvnych dostiCiek
indukovani ADP. Je zaujimavé, Ze dosiahol tohto inhibi¢ného Gc¢inku uz pri 20 nM ale
zvySovanim jeho koncentrace az do 2 uM skor poklesol a iba I'ahko stipol pri koncentracii
20 pM. Inhibicia ADP indukovanej agregicie navodena tymto flavonoidom bola

potencovana nizkou koncentraciou (20 nM) PGE; (Obr. 41) (Beretz et al. 1986).
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Obrazok 41 Efekt inhibicnej aktivity amentoflavonu na ADP- indukovanej agregdcie
O - PGEj; ® - tlmivy roztok. Zdroj: Beretz et al. 1986

V testovani Beretz et al. (1983) flavonoidy inhibovali agregaciu premytych
Tudskych krvnych dosticiek a sekréciu serotoninu spdosobené ADP. Taktiez inhibovali
aktivitu 3,5-cyklickej AMP fosfodiesterazy. V tejto Studii je poukézané nato, ze kvercetin
umoziuje antiagregény ucinok prostacyklinu. PGI; inhibovalo agregiciu premytych
ludskych krvnych dosticiek indukované 5 pM ADP. Efekt PGI: bol potencovany
kvercetinom. Nizka koncentracia kvercetinu, ktory samostatne neinhiboval agregaciu
krvnych dosticiek, potencovala inhibicny u¢inok PGIl,. Ako je znazornené v tabulke ¢. 22

kvercetin v koncentréacii 200 uM uplne inhiboval agregaciu krvnych dosticiek.
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Tabulka 22 Inhibicia kvercetinu a PGI2 na krvné dosticky indukované ADP

Aggregation (% inhibition)

PG, (M)

Quercetin (uM) 0 0.1 0.25 0.5 1
0 0 28 63 73 100

2 0 / / 82 /

10 0 50 65 93 /

20 18 88 / 100 /

50 21 9 100  / /

200 100 ! / / /

Zdroj: Beretz et al. 1983

Na zéklade tychto vysledkov mézeme konStatovat, ze ucinok flavonoidov na

inhibiciu agregacie indukovani ADP zavisi od koncentracie. Ako napriklad kvercetin,

ktory v jednej stadii v koncentracii (2,5 mmol) sa ukédzal ako presvedcivy inhibitor

a v druhej Studii pri koncentracii 40 uM vdbec neinhiboval agregaciu krvnych dosticiek

v plazme. Naopak v kombindcii s PGL inhiboval krvné dosticky uz v koncentracii 200 pM.

Apigenin vykazoval slaby uc¢inok a morin nebol vébec ucinny. Epikatechin

a myricetin boli taktiez u¢innymi inhibitormi. Tieto koncentracie su ale prili§ vysoké aby

boli dosiahnuté in vivo a maju teda klinicky zanedbatelny vyznam.

Tabul’ka 23 Prehl’ad najucinejSich flavonoidov na agregdciu indukovanu ADP

Koncentracia Utinok Premyté
Flavonoid Autor
(M) (%) dosticky/krv
Genistein, 3,6-
' Bojic et al.
dihydroxyflavon, 0,119-122 neuvedené Krv -
syringenin
. ) Kelly et al.
Myricetin 100 21 Premyté dosticky
1996
_ Beretz et al.
Amentoflavon 0,02 50 Premyté dosticky
1986
Beretz et al.
Kvercetin 2-200 82 -100 | Premyté dosticky -

Zdroj: vlastné spracovanie podla studii
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4.9 Agregacia iniciovana trombinom

Thrombin, hlavnd protedza v koagulaéné kaskade, je najviac ucinny aktivator
krvnych dosti¢iek. Trombin interaguje s proteazou aktivovanymi receptormi (PAR),

na povrchu l'udskych krvnych dosticiek (PAR-1 a PAR-4) (Smyth, et al. 2009).

Fyziologické dosledky inaktivacie PARI a PAR4 nie su priliS zname. Bolo
preukazané, ze stimulacia dosticiek trombinom vedie k aktivacii fosfolipazy C, uvolneniu
vapnika, a k aktivacii proteinovej kindzy C, ¢o spdsobi sekréciu grantl. PARI sa tiez
nachadza na endotelovych bunkach, bunkach hladkého svalstva, fibroblastoch a srdcovych
bunkéich, atrombinom sprostredkovana aktivicia PARI na tychto bunkdch modze
prispievat’ k proliferacnym a pro - zapalovym ucinkom trombinu. Z tohto dovodu je
mozné, ze antagonizmom PAR1 receptoru sa tlmi nielen arteridlna tromboza, ale moze tiez
modulovat’ d’alSie trombinom sprostredkované procesy. Antiagregacny Uc¢inok flavonoidov
na trombinom indukované receptory je malo preskiimany. V jednej Stadii sa skiimal Gi¢inok
13 roznych polyfenolickych zlicenin v koncentraci 200 uM na agregéaciu lidskych
krvnych dosti¢iek vyvolané trombinom (0,2 U. mL!). Zo vSetkych testovanych zlugenin

iba kvercetin, apigenin a genistein vykazovali vyznamny inhibi¢ny G¢inok.

Tieto latky boli d’alej testované spoloc¢ne s rutinom, vybranym ako negativna
kontrola, na davkovo zavislé UCinky a v porovnani thrombinom a agonistami PAR-1
a PAR-4. Kvercetin a apigenin vykazovali podobnt schopnost’ narusit PAR4, zatial' ¢o

kvercetin bol mierne G¢innejsi na PARI.

Pri pritomnosti genisteinu bola agregacia inhibovand obdobne na oba PARI
a PAR4, zatial ¢o inhibicia vyvoland trombinom bola menej vyrazna. Ako sa dalo
ocakavat, rutin nevykazoval inhibujuce uCinky na Ziadnej z testovanych koncentracii
(Tab. 24) (Navarro - Nunez et al. 2009).

Tabul’ka 24 Inhibicia agregdcie navodend trombinom a agonistami jeho receptrov
flavonoidmi

Apigenin Genistein Quercetin Rutin

Thrombin 0.2 U-mL™  56.4 £ 9.8 =100 37.2 =58 =100
PAR;-AP 25 uM 544 £ 57 560=x55 220x42 =100
PAR;-AP 150 pM 208 =35 47665 231=x1.5 =100

Zdroj: Navarro - Nunez et al. 2009
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Téato Sthdia sa zamerala na UCinky roznych flavonoidov na aktivaciu krvnych
dosti¢iek vyvolanej trombinom prostrednictvom posudenia ich ucinkov na konkrétne
signalizatné kaskady nadvédzujucich PAR1 a PAR4 receptory. Bolo dokdzané, Ze tri
flavonoidy, kvercetin, apigenin a genistein, inhibuji ako PARI1-AP tak aj PAR4-AP
dosticiek, prostrednictvom inhibicie uvolnenia vapnika, uvolnenie granuil a agregicie.
Kym bunkovy mechanizmus zodpovedny za antiagregacnu aktivitu kvercetinu, a v mensej
miere apigeninu, moze byt ¢iastocne v dosledku inhibicie viac kindz. Mechanizmy akymi

PARs aktivuje signalne drahy dostic¢iek neboli dostato¢ne definované.

V zaujimavej Studii bola testovand enzymaticka aktivita I'udského trombinu.
Enzymatické aktivity trombinu boli vyrazne zvysené v kontrolnej skupine bez kampferolu
v porovnani s skupinami lieCenych vehikulom. Lie¢ba kampferolom (1, 2, 3, a 4 ng) pocas
30-tich minut podstatne inhibovala enzymatickt aktivitu trombinu (20 - 68%) v porovnani

s kontrolnou skupinou, ktora nebola lieCend kampferolom (Obr. 42) (Choi et al. 2015).
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4
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é ' '
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0
Control 1 2 3 4
Kae (pg)
Thrombin (0.25 U)

Obrizok 42 Utinok kampferolu na trombin
Zdroj: Choi et al. 2015
V vysSie spominanej Stadii (kapitola 4.6) Corvazier a Maclouf (1985) boli
Studované flavonoidy na ich U¢inok na AA alebo trombin. Vysledky tychto Studii st
uvedené v Tab. 18. Kvercetin, genistein a kampferol mali najlepSie inhibi¢né uGcinky

v tychto §tadiach.
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Tabulka 25 Zhrnutie vysledkov flavonoidov na agregdciu krvnych dosti¢iek navodenou
trombinom alebo agonistami jeho receptorov

Flavonoid Inhibicia v % (pouZita latka) Marker Autor
Kvercetin 22+4 2(PAR); 23,1+1,5(PAR4) Navarro-
Apigenin 54+5,7(PAR1);20,8+3,5(PAR4) | Agregacia Nunez et al.
Genistein 56+5,5(PAR1);47,6+6,5(PAR4) 2009
Enzymaticka
. m ) Choi et al.
Kampferol 20-68 (trombin) funkcia
2015
trombinu
. . Produkcia Corvazier a
Kvercetin 55421 (trombin)
TxB2 Maclouf, 1985

Zdroj: vlastné spracovanie podla vysledkov studii

4.10 Agregacia iniciovana adrenalinom

Niekol'ko flavonoidov izolovanych z Cephalotaxus wilsoniana a Justicia boli
pouzité pri Studii antiagrecnych ucinkov po stimulacii l'udskych dostic¢iek v krvnej plazme
bohatej na krvné dosticky adrenalinom. Ich inhibi¢ny u¢inok je uvedeny v Tab.26
a chemickeé Struktury dvoch tc¢innych flavonoidov v Obr. 43. Je nutné ale dodat’, Ze lignany

pouzité v stadii mali lepsi €inok.

Tabulka 26 Protidostickovy efekt flavonoidov

Compound (puhI) Aggregation (%s)
Control 98703
1 (300} 4992307
2 (300} 97408
3 (300} 9EEx 1.6
4 (300) g5=12"
L (1) 505 =5 3%
Liv (104} T4. 723"
11 (100) 549 & 2 gees
13 (300) 27.7=11.0""
Aspinn (50) M 5=1.0"

Zdroj: Wu et al. 2007
¢. 1 ginkgetin, ¢.2 taiwanhomoflavon A, ¢.3 taiwanhomoflavon B, ¢.4 taiwanhomoflavon C,
¢. 9 justicidin B (lignan), ¢. 10 justicidin C (lignan), ¢. 11 justicidin D (lignan) a ¢. 13
prokumphthalid A (lignan).
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V tejto Stadii sa zistilo, ginkgetin ¢. 1, taiwanhomoflavon C ¢&. 4, inhibuji

sekundarnu agregaciu vyvolant adrenalinom v 'udskej krvi (Wu et al. 2007).

Obrazok 43 Chemické vzorce dvoch najucinnejsich flavonoidov .1 ginkgetin a ¢.4
taiwanhomoflavon C

Zdroj: Wu et al. 2007

5 Antioxida¢né vlastnosti flavonoidov

V' rozvinutych krajinach vécSina starSej populacie trpi kardiovaskuldrnymi
chorobami. Krvné dosticky st zapojené do hemostazy, trombdzy a zapalovych procesov, a
preto v dosledku fyziologickych funkcii méze dojst’ k infarktu myokardu a mozgovej
mftvice. NajCastejsi liek pouzivany v prevencii uvedenych chordb je kyselina
acetylsalicylova, zatial' Co antagonisti na ADP - receptoroch predstavuji d’al§iu moznost’
liecby. Ani jeden z tychto liekov nie je bez vedl'ajSich ucinkov, alebo vzdy Uc¢inny, a tak
hl'adanie novych a bezpectnejSich lieCiv z tejto skupiny pokracuje. Z prirodnych latok,
pritomnych v kazdodennej strave, polyfenoly, najmi flavonoidy, vyzeraji ako nadejni
kandidati, pri prevencii kardiovaskularnych ochoreni. Okrem vysSie spominanych
mechanizmov, moze byt’ protiagregacna aktivita flavonoidov pripisana zvysSenej produkcie
prostacyklinu endotelialnymi bunkami. Prostacyklin zniZuje agregaciu cez syntézu cAMP.
In vitro inhibicie COX, lipooxygendzy, thyrozin kinazy, fosfodiesterazy alebo fosfolipazy

boli dokumentovana u flavonoidov a st sp4jané s ich antitrombotickou aktivitou.
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Aj ked’ bolo analyzovanych niekol’ko mechanizmov U¢inku, antiagregacny mechanizmus
flavonoidov nebol doposial’ vysvetleny. Existuji taktiez pochybnosti o antiagreatnom
ucinku pretoze pri pokusoch in vitro boli pouzit¢ vysoké koncentracie (10 az 100 uM),

ktoré nemoézu byt dosiahnuté in vivo po peroralnom podani (Boji¢ et al. 2011).

K dispozicii je vel’ké mnozstvo dokazov, ktoré vyplyva z epidemiologickych $tudii,
ze dlhodobé podédvanie flavonoidov moze znizit, alebo aspoft maju tendenciu znizovat
vyskyt kardiovaskularnych ochoreni a ich ddésledky ako napriklad zniZenie rizika
srdecného zlyhania, krvného tlaku a arytmii. Peroralne podéavanie flavonoidov bola
s cielom zlepsit’ zdravotny stav mySi v modeli aterosklerdzy a lipoproteinové spektrum
diabetickych krys bez vplyvu na hladinu glukézy v krvi. Podobne boli dokumentované
znizené riziko srde¢ného alebo mozgového infarktu po podani rdéznych flavonoidov.
Perordlne podanie flavonoidov je schopné znizit' krvny tlak u zvierat, ktoré trpia
hypertenziou a nema ziadny vplyv na krvny tlak zdravych zvierat. Tieto pozitivne u¢inky
na zvysSeny krvny tlak u zvierat nemusi byt pritomny aj u l'udi. Zriedkavé stadie na
zvieratach a l'ud’och dokumentuju aj pozitivne Uc¢inky niektorych flavonoidov na srdcové

zlyhanie a zniZenie arytmii (Mladénka et al. 2010).

Flavonoidy sa oznacuju ako prirodné antioxidanty, ale vyskum ich mechanizmov
ucinku, ktorymi flavonoidy ovplyvituji funkciu buniek stdle viac ukazuje, Ze tieto
zltiCeniny poOsobia selektivne na enzymy, receptory, zlozky kinaz signalnych kaskad. Je
pravdepodobné, ze Specifické aspekty Struktury flavonoidov, ako je pocet a substitiicia
hydroxylovych skupin, stupefi nenasytenia alebo glykozylacia m6ze mat’ do znaénej miery

vplyv na jeho mechanizmus u¢inku na ciel'ovych bunkéch (Guerrero et al. 2007).

Vseobecne plati, Ze vacsi pocet vol'nych hydroxylovych skupin je zodpovednych za
véacsie vychytavanie volnych radikalov, ale ich poloha vo flavanénovej kostre je vel'mi
rozhodujica. Pritomnost dvoch hydroxylovych skupin v polohe orto v kruhu B je
potvrdeny ako najdolezitejsi, aj ked’ pril'ahlé hydroxylové skupiny v polohdch 5a 6 (a7) v
kruhu A, mézu nahradit’ antioxida¢nti funkciu v kruhu B. 3 ', 4'-dihydroxyphenolova
Struktara kruhu B sa javi ako idedlna, pretoze jeho interakcie s ROS molekulou m6Zzu mat’
za nasledok pomerne stabilny radikal. Odstranenie jednej z hydroxylovych skupin
flavonoidov v orto polohe kruhu B vyrazne znizuje ROS — antioxida¢ni aktivitu
(Mladénka et al. 2010). Maximalna efektivita pre antioxida¢ny ucinok zrejme vyzaduje
pritomnost 3 - OH skupin pripojenych k dvojitej vézbe susediacou s karbolylovou

skupinou v kruhu C (Rice-Evans et al. 1996).
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Dalsia hydroxylova skupina v kruhu B vyrazne neovplyviiuje aktivitu flavonolov,
ale moze zvysit’ ich uc¢inok. Tu nastdva nezhoda medzi Studiami pokial ide o G€inok 4-keto
skupiny a 2,3-dvojitej viazby. Rozdiel mdze byt pozorovany prostrednictvom porovnavania
kvercetinu s katechinom, ktory sa liSia v ketoskupine a dvojitej vizby (Mladénka et al.
2010). Kvercetin mé rovnaky pocet hydroxylovych skupin a v rovnakych poziciach ako
katechin, ale obsahuje tiez 2,3-dvojitd vdzbu v kruhu C a 4-oxo skupinu. Kyanidin
s centralnym antokyanidinovym kruhom C, ma priblizne rovnakt antioxidacnu aktivitu

ako kvercetin (Rice-Evans et al. 1996).

Predpokladalo sa, ze Struktaru kvercetinu moéze zlepsit elektronova dezlokacia
vzniknutim radikalu, ale nebolo to Uplne potvrdené v dalSich stadiach (Mladénka et al.
2010). Zachovavanie katecholovej Struktiry v kruhu B, ale odstranenie dvojitej vidzby
v kruhu C odstranuje dezlokalizované elektrony z radikalu aryloxylu. Redukcia nenasytené
viazby v kruhu C z kampferolu, na dihydrokampferol, nema Ziadny vplyv na celkové
antioxida¢né ucinky. V skutoc¢nosti jedina skupina OH v B kruhu ma zrejme prinos, a
dokonca aj v spojeni s konjugovanym systémom dvojitej vizby a skupina 3-OH vel'mi
neprispieva k antioxidaénému U¢inku kamferolu. Vysledky ukazuji na dolezitost
nenasyteneho kruhu C a elektronovi dezlokaciu pre stabilizaciu aryloxylovej skupiny

(Rice-Evans et al. 1996).

Flavonoidy maju iba 5-hydroxylové a / alebo 7-hydroxylové skupiny, neaktivne,
alebo len vel'mi nepatrne. Obecne maju flavonoidy u¢inok na rdéznych urovniach, ktoré
moZu byt dolezité pre prevenciu, respektive liecbu kardiovaskularnych chorob s ohl'adom

na ich chemicku $trukttru. Tieto vplyvy mdzu obsahovat’ tieto mechanizmy:

1. ubytok oxidativneho stresu:

e Priame odséavanie vol'nych radikalov (antioxida¢né posobenie),

e kovové interakcie (Zelezo a / alebo med’ chelace),

e Inhibicia enzymov produkuji ROS, najméd xantin oxiddza NADPH oxidéza,
lipoxygenazy.

2. Pokles expresie zapalovych signalnych molekul:

e Inhibicia expresie iNOS,

e Inhibicia expresie COX-2,

¢ Inhibicia aktivacie leukocytov.

3. Inhibicia zhlukovaniu krvnych dosticiek.

4. Priamy vazodilata¢ny ucinok.
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Pri porovnavani roéznych §tadii je niekolko faktorov, ktoré sa musia brat v uvahu.

Ide najma o:

a) Experimentalne médium a ROS. Je jasny rozdiel medzi ROS v hydrofilnom

......

b) Zapojenie doCasnych kovov v produkcii ROS (Mladénka et al. 2010).

V studii Rice-Evans et al. (1996) boli porovnavané 3, 5, 7, 3', 4' -
pentahydroxypolyfenolické Struktury.
Struktry na Obr. 44 predstavuju tri flavonoidy: kvercetin, (pentahydroxy flavonol
(flavony-3-ol)), katechin, (3-hydroxyflavan), kyanidin, (antokyanidin) s rovnakym

usporiadanim piatich hydroxylovych skupin.

quercetin catechin cyanidin
. OH
"‘/ | OH
|
= .
o X o ~ ‘
o ™
™M OoH
antole 2.40 % 0.05 a1t

Obrizok 44 Struktiry flavonoidov a ich antioxidacnd aktivita

Cisla pod obrazkami vyjadrujii TEAC - antioxidacny potencidl na koncentrdciu ldtky

Zdroj: Rice-Evans et al. 1996
Na zaklade tychto pozorovani, vztah medzi aktivitou a Struktirou flavonoidov

ukazuje Tab. 27.

Tabul’ka 27 Vzt’ah medzi antioxidacnou aktivitou a Struktirou

Zvysuje aktivitu Znizuje aktivitu
Dvojita vizba medzi C2-C3 Metylované derivaty na kruhu A,B
OH skupina v polohe C3 1 antiagregacnu A Prenos kruhu B z C2 az C3
Ziadna karbonylova skupina v C4 4 a viac zvyskov v kruhu A a B
Substituent v C6 v A kruhu, O-metylacia
A, B kruhu

Zdroj: vlastné spracovanie
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Nutri¢né aplikacie tychto informacii vyzaduje rozsiahle vySetrovanie metabolizmu
flavonoidov, systematicki analyzu potravin pre obsah flavonoidov aich zlozenie, a
porovnanie antioxida¢nych ucinkov in vivo. Viac ako desat’ rokov vyskumu vzt'ahov medzi
aktivitou a UCinkom priniesla zakladné porozumenie farmakokinetiky flavonoidov,
absorpcie a metabolizmu vo vztahu k ich chemickej Struktiry. Dokaz, Ze flavonoidné
metabolity mozu byt viac ¢i menej aktivne ako prirodzené zliceniny ma vyznamné
dosledky v preventivnej a terapeutickej uzitoCnosti tychto zlucenin. Hoci existujlice
znalosti o absorpcii a metabolizmu si obmedzené na vybrani skupinu flavonoidov,
dostato¢né dokazy podporuju, Ze vicsina z tychto zlicenin st absorbované nedostatocne.
Strukturdlna heterogenita flavonoidov, ich viacnasobne mechanizmy ué¢inku, a rdzne
experimentdlne metddy slizia na vyhodnotenie ich antioxidacnej aktivity ato modze
predstavovat’” vyzvu pri ich d’alSom Studovani. Primerané uplatnenie vztahov medzi
Struktirou a ucinkom pre l'udsku vyzivu vyzaduje systematické porovnavanie homolégov,
ktoré sa lisia v jedinom Strukturdlnom znaku. Hoci vztah medzi u¢inkom a Struktirou
metabolitov flavonoidov si vyZzaduje dalSie vyskumy, modifikacie, ktoré vznikaju pri
metabolizme zahffiaju hydroxylaciu, O-metylacia, Stiepenie heterocyklu, deglykozylace, a
Stiepenie polymérnych latok do monomérnych jednotiek. Vztahy medzi Struktirou a
aktivitou prirodzene sa vyskytujucich flavonoidov, ponukaju predbezny pohl'ad na dopad
tychto metabolickych zmien na antioxida¢na aktivitu pomocou réznych mechanizmov

(Heim et al. 2002).
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6 Diskusia

V naSej praci sme sa venovali hlavne protidostickovym tuc¢inkom flavonoidov.
Flavonoidy vykazovali slubné vysledky asu teda slubnymi kandidatmi v buducej
protidostickovej lieCbe. Inhibicia agregacie krvnych dosticiek je reverzibilnd na rozdiel od
ASA, ktora spdsobuje ireverzibilni vdazbu na COX. Predmetom mnohych §tudii bolo
testovanie flavonoidov ako kvercetinu, apigeninu, genisteinu, daidzeinu, ktoré mali sl'ubné
protidostickové ucinky. Samozrejme v kazdej studii boli pouzité iné podmienky testovania,
niekde sledovali ucinky flavonoidov v plnej krvi, inde v plazme bohatej na krvné dosticky
alebo premyté krvné dosticky. Rovnako aj krv nebola vzdy od l'udi a tak niektoré vysledky
moézu byt diskutabilné, pretoze nevieme, ako by sa flavonoidy spravali v 'udskom tele. Pri
testovani v niektorych Studiach boli taktiez pouzité koncentracie, ktoré boli viac ako
teoretické, pretoze sa pohybovali v jednotkdich mM a teda v klinicky nedosiahnutel'nych
koncentraciach. Napriek tomu flavonoidy ukézali, Ze st schopné inhibovat’ agregaciu
krvnych dostic¢iek a malo by sa im aj nad’alej venovat’. Ako rozhodujica sa ukazala byt aj
chemicka Struktira flavonoidov ich usporiadanie a pocet OH skupin, dvojitd vizba

a metylové skupiny.

Pri agregécii navodenej kolagénom sa kverctin ukdzal vo viacerych Stadiach ako
ucinny, pricom jeho inhibicia bola okolo 50% v koncentracidch od 2 uM do 8 pM. Vacsiu
ucinnost’ nad 90% vykazoval v koncentraciach od 40 uM do 2500 puM .Na fosfolipazu A:
sa ukazali ako aktivne genistein, baikalin, baikalein, wogonin, rutin, kvercetin, myricetin.
V koncentracii 100 uM, daidzein, rutin, chrysin, luteolin a genistein boli uCinnymi
antagonistami na COX. V tej istej koncentracii apigenin, daidzein a genistein boli u¢inné
na Tx- receptor. NajucinejSie flavonoidy boli schopné ovplyvnit' agregaciu ADP uZz
v koncentraciach od 0,119 - 200 uM a boli to opdt’ genistein, myricetin, amentoflavon

a kvercetin.

Flavonoidy ukazali, Ze maju aj antioxida¢nu aktivitu, ktord je pri¢inou mnohych

ochoreni a flavonoidy sa mézu uplatnit’ aj v tejto sfére.
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Zaver

Tato praca poskytuje pohl'ad na antiagregacnu aktivitu z pomerne vel'kého suboru
flavonoidov. Ako bolo preukdazané v mnohych Studidch flavonoidy preukazali
protidostickovy t€inok r6znymi mechanizmami. Sti¢asna farmaceuticka veda zdoraziuje
kladné vlastnosti tychto latok a odporuca zvySovat ich prijem. Ide hlavne o krajiny, kde
klimatické podnebie neumoziuje zabezpecit prijem adekvatneho mnozstva prirodnych

polyfenolovych latok.

Na trh boli uvedené rozne vyzivové doplnky s obsahom flavonoidov. St to na
jednej strane rastlinné extrakty, na druhej strane synteticky vyrobené polyfenolové
zluceniny vo forme réznych farmaceutickych vyrobkov. Tieto latky nemaji nahradzovat,

ale iba doplnit’ nepostacujice mnozstva polyfenolovych latok v l'udskej strave.

Uvedené udaje preukazuja, ze prirodné bioaktivne latky z potravin mézu mat’ viac
cielov (inhibicia fosfolipazy A», zvysenie hladin cAMP, inhibicia tvorby TXA», inhibicia
COX, antagonizmus na tromboxanovom receptore) adal§ie mechanizmy st
pravdepodobné, pretoze flavonoidy st schopné zabranit’ agregacii krvnych dosticiek

iniciovanej aj trombinom.
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