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Cielom prace bolo spracovat’ dostupné informdacie tykajuce sa osudu flavanénov
v l'udskom organizme. Tieto flavonoidy st beznou stcastou l'udskej potravy, a preto je
najrelevantnejSie a tieZ najviac preskimané ich peroralne podanie. Pri tomto podani ich
caka v traviacom trakte mnoho prekézok, ktoré limituju vstrebavanie. Flavanony prijimané
potravou sa vyskytuji hlavne vo forme glykozidov, a preto musia byt deglykozylované
pomocou skupiny enzymov f-glukozidaz. V tenkom Creve sa vstrebavaji hlavne aglykony.
Flavonoidy vo forme glykozidov nerozstiepitelnych l'udskymi enzymami (napr.
rutinozidy) st absorbované aZ v distalnejSich Castiach traviacej sustavy po odStiepeni
cukornej zlozky ¢revnymi baktériami. Tie tiez Stiepia flavanonovy kruh. Vznikaji pritom
latky s fenylpropionovou Strukturou, ktoré sa moéZu vstrebavat. Vo vSeobecnosti
podliehaju flavanony extenzivnemu metabolizmu pomocou cytochrému P450, a to nie len
v peceni, ale aj v enterocytoch, ktory zna¢ne limituje ich biologicki dostupnost.
Analogicky rychlym procesom su flavanony konjugované s kyselinou glukuronovou alebo
sirovou. Vzniknuté metabolity su vyluCované prevazne oblickami do mocu, ale minoritne
mdze dochadzat’ aj k vyluovaniu do stolice. Vysledkom tychto dejov je, ze flavandny

maju nizku biologicku dostupnost’.

Na zaver sme sa venovali interakciam, ku ktorym dochadza pri si¢asnom podavani
flavanoénov s niektorymi lieCivami. K interakcidm moze dochadzat na viacerych
urovniach: na cytochroéme P450, na influxnych a efluxnych prenaSacoch. Interakcie mozu
viest bud’ k zvySeniu biologickej dostupnosti podavanych lie€iv a k vystupiiovaniu

neziaducich uc¢inkov, alebo naopak k znizeniu dostupnosti a zlyhaniu liecby.
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The aim of the work was to summarize the available information regarding the fate of the
flavanones in the human organism. These flavonoids are a common part of human diet, and
therefore oral administration is the most relevant and examined. There are many obstacles
in the digestive tract which are lowering their absorption. Flavanones in human food occur
mainly in the form of glycosides, and therefore must be deglycosylated by the S-
glucosidase enzyme family. Aglycones are absorbed mainly in the small intestine.
Flavonoids in the form of non-cleavable glycosides (e.g., rutinosides) are absorbed in the
distal parts of the digestive system, after cleavage of the sugar component by intestinal
bacteria. They also decompose the flavanone ring. This leads to substances with a
phenylpropionic structure which can be absorbed. In general, flavanones are subject to
extensive metabolism by cytochrome P450, not only in the liver but also in the enterocytes,
which greatly limits their bioavailability. They are also rapidly conjugated with glucuronic
or sulfuric acid. The resulting metabolites are predominantly secreted by the kidneys into
the urine, but minor excretion may also occur in the stool. As a result of these prosesses,

flavanones have low bioavailability.

Finally, we focused at interactions between flavanones and some co-administered drugs.
Interactions can occur at several levels: cytochrome P450; or influx and efflux transporters.
Interactions can either lead to increased bioavailability of co-administered drugs and to
occurrence of unexpected side effects or, on the contrary, to reduce bioavailability and

treatment failure.
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1 Uvod

V st¢asnej dobe mozno pozorovat narast zaujmu o pouzivanie prirodnych latok vo
farmacii a v biomedicine, ¢o sa odzrkadl'uje aj v predaji nutraceutik a v pouzivani tradicne;j
mediciny. Ta vychadza z poznatkov, schopnosti a praktickych znalosti zaloZzenych na
skusenostiach a teoretickych poznatkoch rdéznych kultir, ajej cielom je chrénit
a udrziavat’ zdravie, ¢i uz zlepSenim alebo liecenim psychickych alebo fyzickych chordb.
Je zrejmé, Ze tento zvySujici sa dopyt po fytoterapii mdze byt prinosnym aj pre
farmaceutické spolo¢nosti. Udajne existuje 5000-10 000 zli&enin, ktoré s skiimané pred
tym, nez sa dostanu na trh a v priemere trva 10 -15 rokov, kym sa vyvinie jedno liecivo.
Asi 60% uspeSne vyvinutych lie¢iv maju zaklad, ktory je modifikovanou alebo

nemodifikovanou Struktirou prirodného povodu (Davies a Yafiez, 2013).

2 Fenolické latky

Jednou skupinou zluc¢enin s moznym terapeutickym potencidlom st polyfenoly. Polyfenoly
sa bezne vyskytuju v prirode, maju zvycajne mali molekulovi hmotnost’ a radia sa medzi
sekunddrne metabolity rastlin. Primarne metabolity rastlin st dolezité pre zdkladné Zivotné
funkcie, ako si bunkové delenie, rast areprodukcia. Na druhej strane sa sekundarne
metabolity ucastnia na adaptanych procesoch vo vzt'ahu k okoliu a obrane pred toxinmi,
popripade mdézu mat’ patogénny alebo symbioticky t¢inok. Pri ohrozeni aktivuje rastlina
jednu zo syntetickych drah, pricom dochddza k produkcii a sekrécii prislusnych
polyfenolickych struktar. To, akd konkrétna latka bude syntetizovand, zavisi z vel'kej Casti

na type rastliny, regione a vplyve zivotného prostredia (Davies a Yanez, 2013).

Strukturalne sa fenolické latky skladaju z jedného alebo viacerych aromatickych kruhov,
na ktorych su naviazané hydroxylové skupiny. Mo6zu sa vyskytovat ako jednoduché
molekuly, alebo moéze dochadzat k polymerizéacii. Napriek Strukturdlnej rozmanitosti sa
tato skupina latok Casto oznacuje ako ,,polyfenoly®, aj ked’ toto oznalenie nie ej uplne
spravne, pretoze nie vzdy obsahuje latka viac hydroxylovych skupin na aromatickom jadre
a/alebo viac fenolickych jadier. VAacsina fenolickych latok sa prirodzene vyskytuje vo
forme konjugatov s mono- alebo oligosacharidmi, alebo sa mo6zu vyskytovat vo forme

prislusnych derivatov, ako napriklad estery a metylestery.



Polyfenolické latky sa delia na celt radu podskupin, ako napriklad flavonoidy vratane
izoflavonoidov a antokydnov (viac vid’ kapitola 3), stilbény, lignany, ale tiez malé
fenolicka kyseliny. Medzi ich dve hlavné podskupiny patria: hydroxybenzoové kyseliny
a hydroxyskoricové kyseliny (Tab. 1). Medzi hydroxybenzoové kyseliny sa radia napr.:
kyselina galova, kyselina p-hydroxybenzoova, kyselina protokatechova, kyselina vanilova
a kyselina syringova. Na druhej strane, hydroxyskoricové kyseliny su aromatické kyseliny
s trojuhlikovym postrannym retazcom, medzi ktoré sa radia napr.: kyselina kéavova,
kyselina ferulova, kyselina p-kumarova a kyselina sinapovd (Davies a Yafiez, 2013;
Balasundram et al., 2006). Derivaty kyseliny hydroxybenzoovej sa vyskytuju
v potravinach rastlinného povodu a st obvykle naviazané na malé jednotky, ako su lignany
alebo tanin, alebo st naviazané na cukorni zlozku ¢i organicku kyselinu. Molekuly
kyseliny hydroxyskoricovej st Casto esterifikované s malymi molekulami a sii naviazané

na bunkovych stenach alebo proteinoch (Davies a Yafiez, 2013).

Tabul’lka 1: Rozdelenie polyfenolickych latok.

Derivaty kyseliny hydroxybenzoovej Derivaty kyseliny hydroxySkoricovej
o OH 0
Ra
N OH
Ry
Ry R3
R3
Rz
R, Ry | R3 R, R, | R;
kyselina galova OH OH | OH kyselina kavova H OH | H
kyselina H OH | H kyselina ferulova H OH | OCH;
p-hydroxybenzoova
kyselina H OH | OH kyselina p-kumarova | H OH | H
protokatechova
kyselina vanilova H OH | OCHj; | kyselina sinapova OCH; | OH | OCH;
kyselina syringovda | OCH3; | OH | OCH3

Vlastné spracovanie.




Sekundarne metabolity vznikaji z primarnych. Na rozdiel od primarnych metabolitov,
ktoré sa v prirode vyskytuji v Sirokej miere, je vyskyt sekundarnych metabolitov

limitovany a viazany na urcity taxonomicky druh (Davies a Yanez, 2013).

3 Flavonoidy

Jednou z najrozsiahlejSich skupin polyfenolov st flavonoidy. V sucasnej dobe sa ich
vyskumu venuje vel'ka pozornost, pretoze flavonoidy obsiahnuté v ovoci a zelenine maju
mozny pozitivny U¢inok na l'udské zdravie. Na rozdiel od klasickych vitaminov ich
kratkodobé uzivanie nema tak podstatny vplyv na l'udské zdravie, avSak pri dlhodobom
uzivani bolo pozorovanych viacero priaznivych ti¢inkov na rézne ochorenia, ako napriklad
rakovina, chronické stavy vratane kardiovaskularnych chorob, diabetu mellitu typu II
a roznych poruch kognitivnych funkecii. ISlo o bezné ochorenia, ktoré dnes postihuju najméa

zapadnu populéciu (Del Rio et al., 2013).

V niektorych rastlindch sa vyskytujiu vo vysokych koncentracidch, ale ich mnozstvo je
zavislé na druhu danej rastliny, apreto sav niektorych nachddzaju len v stopovych
mnozstvach. V potrave a napojoch, ako napriklad ¢ierny ¢aj, cervené vino, kava a kakao,

su obsiahnuté vo forme réznych derivatov (Del Rio et al., 2013).

Flavonoidy su polyfenolické zluceniny (Obr. 1) pozostavajice z 15-uhlikatého skeletu,
zlozeného z dvoch aromatickych kruhov, ktoré st spojené trojuhlikovym retazcom (Davies
a Yanez, 2013; Del Rio et al, 2013). Tento retazec vo vicSine pripadov podlieha
cyklizacii avytvara tak heterocyklicky kruh C. Neplati to vSak pre chalkony
a dihydrochalkony, u ktorych ostava kruh C otvoreny. V zavislosti na oxida¢nom stave
kruhu C ana napojeni kruhov B a C, je mozné flavonoidy klasifikovat do niekolkych

skupin (Davies a Yafiez, 2013).
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Obrazok 1: Zakladna Struktura flavonoidov.

Obrazok prevzaty z (Del Rio et al., 2013).

Podl'a vysSie uvedeného delenia patria medzi hlavné podskupiny flavony, flavonoly,
flavan-3-oly, izoflavony, flavandny a antokyany (Obr. 2). Existuji aj d’alSie skupiny
flavonoidov, tie st vSak v potrave zastipené v menSej miere. Radia sa sem i vySSie
zmienené chalkony a dihydrochalkony, ale tiez flavan-3,4-dioly a aurony (Obr. 2, Del Rio
etal., 2013).

Vlastné flavonoidné jadro mdze byt hydroxylované a/alebo metylované. NavySe sa
flavonoidy v prirode vyskytujo hlavne vo forme glykozidov s naviazanou cukornou
zlozkou, alebo s inym konjugitom (napr. kyselina sirovd). Menej Casto sa vyskytuju vo
forme aglykonov. Rovnako tak st mnohé polymerizované uZ v rastlinach, alebo
polymerizécii podliehaj aZ pri spracovani potravin (Davies a Yafiez, 2013; Del Rio et al.,

2013).

11



Flavan-3-oly (n=1) Flavéony (n=1)

Proantokyany (n»1) Kondenzované taniny (n»1)
— R — — _
OH
HO o ‘
‘ R
OH
OH OH o n
n
Aurdny Antokydany
R R
HO oH
CH OH
HO (8]
‘ = R
R
OH ° /
OH
Izoflavény Flavanény
HO. o R
OH
R
HO 0]
OH o] R
OH
=3
OH o]
Chalkény Flavonoly
R R
OH OH
HO. OH HO 0
R ‘ ‘ R
OH
OH 0 oH e

Obrazok 2: Zakladné Struktury jednotlivych podskupin flavonoidov, respektive skupin,
ktoré sa k nim tieZ priradzuju.

Vlastné spracovanie podl'a Davies a Yafiez, 2013.
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4 Flavanony

V mojej diplomovej praci som sa sustredila na flavanony. Flavanony su, ako aj ostatné
flavonoidy, zlozené¢ z dvoch aromatickych kruhov spojenych uhlikatym retazcom. Su
charakteristické tym, Ze v polohe C,-C5 chyba dvojita vdzba. To je dovodom, ze je uhlik C,
chiralnym centrom. Flavanony su preto spolu s flavan-3-olmi, u ktorych sa v tejto polohe
tiez vyskytuje absencia dvojitej vizby, opticky aktivne. Mo6zu sa vyskytovat' v dvoch
enantiomérnych formach, a to (25) alebo (2R). V rastlinach sa vyskytuju predovsetkym ako
S- alebo (-)-enantioméry, pricom kruhy B a C st v a-konfigurécii (Crozier et al., 2009; Del
Rio et al., 2013). Cukorna zloZka je k aglykonu pripojend prevazne v pozicii C;. Glykozidy
s cukrom len na uhliku C4 nie su zname a kombinacia 7,4-diglykozidov je vel'mi vzécna.

DalSie mozné miesta pre naviazanie cukornej zlozky st atomy Cg a Cs.

Flavanony su vicsinou vo forme hydroxylovanych, glykozylovanych alebo O-
metylovanych derivatov. Zvycajne ide o rutinozidy (6-O-a-L-rammnozyl-D-glukozidy)
a neohesperidozidy (2-O-a-L-rammnozyl-D-glukozidy) naviazané v zmienenej polohe 7.
Flavonoidy vo forme rutinozidov, hesperidin, narirutin a didymin, sa vyskytuja
v bergamote, sladkom pomaran¢i, mandarinke, citrone a limetke. Na druhej strane
neohesperidozidy, ako st naringin, neohesperidin a neoeriocitrin, sa nachaddzaju prevazne
v grapefruite, horkych pomarancoch a tieZ v bergamote (Davies a Yaifiez, 2013; Del Rio et
al., 2013; Tomas-Barberan a Clifford, 2000; Tripoli et al., 2007). Pomerne zriedkavé su
flavanony vo forme glukozidov, ale boli najdené v niektorych druhoch mity, kde sa
vyskytuju ako 7-glukozidy a vo vel'mi malych mnozstvach sa vyskytuju aj v grapefruitoch,
citronoch a pomaranéoch, kde st vo forme 4’-glukozidov. Co sa tyka formy v akej sa
flavonoidy vyskytuju, zaujimavé st celade Moraceae, Leguminosae, Asteraceae
a Canabinaceae (vratane chmel'u, Humulus lupulus). St charakteristické obsahom prenyl-
flavonoidov, ktoré sa tam objavuju ako aglykény. V chmeli boli zistené prenyl-flavanony
(6- a 8-prenyl-naringenin, 6-geranyl-naringenin a 8-prenyl-izoxantohumol) a prenyl-

chalkony (xantohumol a desmetylxantohumol) (Tomés-Barberan a Clifford, 2000).

V nasledujicom texte budu zhrnuté latky patriace do tejto akupiny, ako aj ich vyskyt

a vlastnosti.

Hesperidin (Obr. 3) je po chemickej stranke (+/-)-3,5,7-trihydroxy-4'-metoxyflavanon-7-

ramnoglukozid so sumarnym vzorcom CysH340O;5. Jeho molekuldrna hmotnost (MW) je
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610,56 g/mol a experimentalne zistend hodnota rozdelovacieho koeficientu logP je -1,1.
Po odstiepeni cukornej zlozky rutinozidu, ziskame prislusny aglykén, hesperetin ((+/-)
3,5,7-trihydroxy-4'-metoxyflavanon). Je rovnako tak chirdlny a jeho sumdarny vzorec je

Ci6H1406, MW 302,28 g/mol a logP 2,174.

OH
HO OH o
e 4
o o 0
HAC 0 0 y OH
HO OH
OH OH 8}
hesperidin
0
\0H3
HO o
OH
OH Q
hesperetin

Obrazok 3: Hesperidin a hesperetin.

Vlastné spracovanie podl'a Davies a Yafiez, 2013.

Naringin (Obr. 4) je (+/-)-4",5,7-trihydroxyflavanon-7-ramnoglukozid, ktorého sumarny
vzorec je Co7H3,014. Md MW 580,53 g/mol a logP -1. Jeho aglykénom je naringenin ((+/-
)-4’,5,7-trihydroxyflavanén) so sumarnym vzorcom C;sH;,0s, MW 272,25 g/mol a logP
2,211. Pripojenim rutonozidu na naringenin vznika narirutin, ktory je po chemickej stranke

naringenin-7-O-rutinozid. Jeho sumarny vzorec je C»7H3,014 a MW 580,54 g/mol.
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OH
0 0 0
HO y
HO o
OH OH 0
HO

0
HO CHa
OH
naringin
OH
HO 0
OH 0
naringenin
OH
HO OH
o o 0
HaC 0 0 ‘
HO OH
OH OH o]
narirutin

Obrazok 4: Naringin, naringenin a narirutin.

Vlastné spracovanie podl'a Davies a Yafiez, 2013.
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Eriocitrin (Obr. 5) je po chemickej stranke (+/-)-5,7,3",4 -tetrahydroxyflavanon-7-O-
rutinozid. Jeho sumarny vzorec je Cy7H3:015, MW je 596,53 g/mol alogP je -1,4. Po
odstiepeni neohesperidozidu vznikd prislusny aglykén eriodiktyol ((+/-)-5,7,3,4'-
tetrahydroxyflavanon) so sumarnym vzorcom C;sH;,0¢. Ma molekulovii hmotnost’ 288,25

g/mol a logP 1,837 (Davies a Yafiez, 2013).

OH
OH
HOD (8] 0
OH
0
HO
oH o
8]
HO
(]
eriocitrin
HO CH,
OH OH
HD (s8]
oOH
OH 8]

eriodiktyol

Obrazok 5: Eriocitrin a eriodiktyol.

Vlastné spracovanie podl'a Davies a Yafiez, 2013.

Istym analégom eriodiktyolu je homoeriodiktyol (Obr. 6) (+/-)-3’-O-metyl-eriodiktyol
alebo (+/-)-5,7,4 -trihydroxy-3 -metoxyflavanon. Sumarny vzorec ma C;sH406, MW
302,27 g/mol a logP 1,1 (Davies a Yanez, 2013).
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Obrazok 6: Homoeriodiktyol.

Vlastné spracovanie.

Anal6égom naringeninu je zasa izosakuranetin (Obr. 7), kedy v polohe 4" naringeninu je
metoxylova skupina. Chemicky teda ide o (+/-)-4’-metoxy-5,7-dihdyroxyflavanon. Jeho
MW je 286,28 g/mol a logP je 2,3. Pripojenim cukornej zlozky vznikd bud’ poncirin (25-
1zosakuranetin-7-neohesperidozid), alebo didymin (2S-izosakuranetin-7-rutinozid) (Davies

a Yanez, 2013).

Druhym moznym anal6gom je sakuranetin (Obr. 8), kedy hydroxylova skupina v polohe 7
naringeninu je metylovana. Ide teda o (+/-)-5,4"-dyhydroxy-7-O-metoxyflavanon (Davies

a Yanez, 2013).
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Obrazok 7: Izosakuranetin, poncirin a didymin.

Vlastné spracovanie podl'a Davies a Yafiez, 2013.
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Obrazok 8: Sakuranetin.

Vlastné spracovanie podl'a Davies a Yanez, 2013.

V prilohe 1 je uvedeny prehlad jednotlivych aglykénov a prehlad flavonoidnych

glykozidov, ktoré sa radia medzi flavanony.

4.1 Biosyntéza flavanonov

Flavanony spolocne s ostatnymi flavonoidmi maju spolo¢ny pdvod, a to aminokyselinu
fenylalanin (Obr. 9). Fenylalanin spolu s malonylkoenzymom-A st prekurzormi pre vznik
flavonoidov. Fenylalanin, latka fenylpropanového typu, vznika najprv Sikimatovou drahou
z kyseliny Sikimovej. Prekurzormi pre vznik kyseliny Sikimovej su erytr6zo-4-fosfat
akyselina 2-fosfoenolpyrohroznovd. Malonylkoenzym A  vznikd karboxylaciou
acetylkoenzymu A v Krebsovom cykle (Davies a Yafiez, 2013; Hollman, 2014; Spilkova et
al., 2016; Tomko et al., 1999).
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Obrazok 9: Syntéza flavanonov g fenylalaninu a malonylkoenzymu A.
Fenylalanin je najprv pomocou enzymu fenylalanin amoniak lydzy (PAL) zmeneny na
cinamat. Cinamat 4-hydrolaza (C4H) potom premeni cinamat na p-kumarat, na ktory sa
pomocou CoA ligazy pripoji acetyl-CoA, ¢im vznikne cinamoyl-CoA. Tieto reakcie
veduce k vzniku cinamoyl-CoA moZno stthrne oznacit’ ako ,,fenylpropiénova draha®,
pretoze zakladna Struktura vSetkych medziproduktov je aromaticky kruh s napojenym
trojuhlikatym postrannym ret'azcom. Nasledne sa pomocou acetatovej drahy pripédjaja 3
molekuly malonylkoenzamu A, a tak je cinamoyl-CoA pdsobenim chalkon syntazy
prevedeny na produkt so zakladnou chalkénovou Struktiarou. Tento chalkon je nésledne
prevedeny pomocou chalkén izomerdzy (CHI) prevedeny na prislusny flavanon, priCom
primarne vznikd naringenin. Tento flavandn je zaroven vychodiskovou Strukturou pre
syntézu ostatnych derivatov, ako su dihydroflavonoly, flavonoly, flavony, flavan-3-oly,
flavan-3,4-dioly, izoflavonoidy a neoflavonoidy.

Vlastné spracovanie podl'a Davies a Yafiez, 2013.
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4.2 Vyskyt flavanonov

Flavan6ény sa vyskytuji prevazne v citrusovych plodoch, ako su citrén, limetka,
mandarinka, sladké pomarance a grapefruit (Tab. 2) (Davies a Yafiez, 2013; Del Rio et al.,
2013; Tomaés-Barberan a Clifford, 2000). NajdodlezitejSim zdrojom glykozylovanych
flavanonov, naringinu a neohesperidinu, su vSak semena bergamotu. Citron je zasa bohaty
na eriocitrin a hesperidin. Ostatné citrusové plody obsahuju len malé mnozstva

glykozylovaného naringinu (Bocco et al., 1998).

Naringin sa vyskytuje navyse aj v paradajkach, cereSniach, oregéne, fazuli a kakau, pricom
plati, ze mnozstvo aglykonov a glykozidov zévisi od druhu zdroja. Napriklad naringin sa
vo vicsej miere nachadza v citrusoch, zatial ¢o paradajky obsahuju vicsSie mnozstvo
aglykénu naringeninu (Minoggio et al., 2003). Eriocitrin sa vyskytuje v citréne, tamarinde,
mite, oregane, fenykli a v Sipkach (Davies a Yaniez, 2013). Izosakuranetin je dolezitou
zlozkou propolisu a nachadza sa celadiach ako napriklad Asteraceae, Combretaceae,

Eupatorieae a Rutaceae (Davies a Yanez, 2013).

Tabul’ka 2: Obsah flavanonov v jednotlivych citrusovych plodoch.

Sladky Horky Citron | Grapefruit | Mandarinka
pomaranc¢ | pomarané
Hesperidin ++ - =+ stopy -
Naringin - +++ - +++ -
Narirutin + - - ++ ++
Neohesperidin - ++ - stopy -
Eriocitrin - - ++ - -

Vlastné spracovanie podl'a Tomas-Barberan a Clifford, 2000.

Napriek tomu,ze citrusy a produkty z nich st hlavnym zdrojom flavanénov, ich mnoZzstvo
je rozdielne v §tave a pletivaich (Tomas-Barberan a Clifford, 2000; Tripoli et al. 2007).
Vyssie koncentracie flavanonov obsahuju pevné ¢asti plodu nez $tava. Supka a semena st
najbohatSie na obsah flavonoidov, pricom v Supke sa ich nachddza viac. Naringin bol
najdeny v Supke aj semenach citronu a v semenach mandarinky, na rozdiel od $tavy, ktora
naringin neobsahovala. Stava ziskana zo sladkych pomarandov nikdy neobsahuje naringin
a detekcia jeho pritomnosti sa vyuZziva pri odhal'ovani falSovania pri jej vyrobe (Tripoli et

al., 2007).
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Naringin sa v grapefruitovej $tave nachddza v mnozstve 295-377 mg/l, zatial' ¢o albedo
obsahuje 13-16 g/kg naringinu. Supka citrusov (albedo+flavedo) ma tie znaény obsah
flavanénov. Supka grapefruitov obsahuje narignin 1-16 g/kg &erstvej vahy, Supka horkych
pomarancov obsahuje neohesperidin 0,7-31 g/kg Ccerstvej vahy a Supka sladkych
pomarancov obsahuje hesperidin 4,6-12,8 g/kg Cerstvej vahy (Tomas-Barberan a Clifford,

2000).

Pomer jednotlivych obsahovych latok je rozdielny aj v jednotlivych pevnych castiach
plodu (Tab. 3). Napriklad semend v citrone obsahuju hlavne eriocitrin a hesperidin, zatial
¢o hlavné zlozky Supky st neoeriocitrin, naringin a neohesperidin. Rovnako tak rozdielna
mdze byt aj koncentracia. Kym koncentrdcia neoeriocitrinu a naringinu v Supke je
priblizne rovnakd, tak semend su asi 40-krat bohatSie na obsah eriocitrinu v porovnani

s naringinom (Bocco et al., 1998).

Tabul’ka 3: Obsah glykozylovanych flavanonov v metanolovych extraktoch jednotlivych

citrusovych plodov.

extract ERI NER NAT NAR HES NEH total

seeds
mandarin SA 0.07 £ 0.001 0.04 £0.01 0.02 = 0.005 0.13+0.02 0.26
sweet orange IT 0.13 +0.02 0.28 £ 0.04 0.41
sweet orange SA 0.07 £ 0.01 0.01 £ 0.000 0.22 £ 0.02 0.30
pummelo SA 0.12+0.01 0.29 £ 0.04 tr 0.04 £ 0.000 0.45
lime SA tr 0.02 + 0.000 0.02 £+ 0.002 0.04
bergamot IT 0.23 +0.01 0.51 +0.02 1.43 + 0.05 1.11 £ 0.09 3.28
lemon IT 1.61 =£0.19 0.04 = 0.006 0.50+0.03 2.15
sour orange [T 0.77 = 0.11 0.25 £ 0.01 1.02

peels
sour orange IT 3.80 £ 0.27 0.25 + 0.05 10.97 £ 0.38 0.66 £ 0.11 6.62 + 0.54 22.30
lemon IT 6.12 £ 0.07 6.06 £0.14 4.37 £0.22 16.55
bergamote IT tr 4.98 + 0.46 4.55 £ 0.33 3.92 +£0.37 13.45

# ERI, eriocitrin; HES, hesperidin; NAR, naringin; NAT, narirutin; NEH, neohesperidin; NER, neoceriocitrin IT, Italy; SA, South Africa;
tr, traces.

Tabul’ka prevzata z Bocco et al., 1998.

Pri priprave Cerstvych ,,single-strength® a koncentrovanych pomarancovych Stiav ostavaji
zvysky duzZiny, ktoré mozu byt extrahované vodou, ¢im sa ziska tzv. ,,pulp-wash®. ,,Pulp-
wash® ma vysSiu koncentraciu hesperidinu a narirutinu ako Stava a moZe byt pouZitd na
vyrobu ndpojov, avSak toto pouzitie je v mnohych krajindch zakizané kvoli
znehodnocovaniu Cerstvych dzusov. Z toho mozno usudit, Ze konzumaéciou citrusovych
plodov aich vyrobkov prijimame podstatné mnozstva flavandnov, ale okrem vysSie
zmienenych aspektov, maju na vyskyt a zlozenie vplyv aj miesto pestovania jednotlivych

odrdd, povod ¢i zrelost’ plodov (Tab. 4, Tomas-Barberan a Clifford, 2000).
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Tabul’ka 4: Obsah flavanonov v jednotlivych citrusovych stavdch.

Flavanones (mgl™')

Total Grand

Juice type Hesperidin Neohesperidin Narirutin Eriocitrin MNaringin  bitter total Reference
Sweet orange 487-584 64
Valencia 215-227 64
Hand-sgueezed 235-407 3084 65
Unpasteurised 122-260 18-65 66
Fresh, hand-squeezed, various 122-264 18-65 67

cultivars
Unpasteurised 166-226 TomAs-Barberan

FA, unpublished
Hand-squeezed, Navel H28 Trace Toméas-Barberan
FA, unpublished

Fresh, hand-squeezed 104-537 16-80 15
Brazilian, various cullivars
Frozen concentrate, Brazilian, 531690 B2-g4 15

after dilution to 12° Brix
Frozen concentrated pulp-wash, 1088-1200 154-239 15

Brazilian, after dilution to

12° Brix
Lemon
Hand-squeezed 84196 47-94 65
Grapefruit
Hand-squeezed 33-161 113481 65
Various cultivars 23124 73419 67

2a5-377 5

Pumelo 40144 67
Grapefruit x pumeio hybrids 440-485 500-1000 69
Sour arange 97-209 133-362 &7
Mandarin 80191 150-249 67

Tabul'lka prevzata z Tomas-Barberan a Clifford, 2000.

Niektoré druhy mity, ktora sa pouZiva ako kuchynska bylinka, obsahuju rovnako
flavandny, a to v mnozstve 0,3-3,3 g/kg suchej vahy. Najdené boli aj v pive a bylinkovych
¢ajoch, ktoré obsahuji chmel. Vyskytuju sa tam v inej forme ako zvycajne. Ich profil je
rozny a celkovy obsah flavandnov/chalkonov sa pohybuje od nedetekovate'ného mnozstva

az do 4 mg/1 v pive predavanom v USA (Tomads-Barberan a Clifford, 2000).

4.3 Chemické a fyzikalne vlastnosti flavanonov

Cukorné zlozka urcuje chut’. Flavanény vo forme rutinozidu su bez chuti, na rozdiel od
flavanén neohesperidozidov, ktoré si vyrazne horké a su zodpovedné sa charakteristicku
chut grapefruitov obsahujlicich naringenin-7-O-neohesperidozid (naringin) a horkych
pomarancov, ktoré obsahuji hesperetin-7-O-neohesperidozid (neohesperidin) (Del Rio,
2013). Pésobenim alkalii a naslednou hydrogenaciou mézu byt’ horké flavandny zmenené
na prislusné dihydrochalkény (Obr. 10). Neohesperidin dihydrochalkon ma intenzivnu
sladka chut’ a bol schvéleny Eurdpskou tniou a U.S. Food and Drug Administration (FDA)

ako potravinova prisada, je dokonca az 20-krat sladS$i ako sacharin. Pouziva sa ako
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nizkokalorické sladidlo v mnohych potravindch v koncentraciach 10-400 mg/kg (alebo
mg/l), alebo ako prisada upravujica chut, ato v koncentracidch az 5Smg/kg (Gentili
a Horowitz, 1968; Tomas-Barberan a Clifford, 2000). Vychodiskova latka pre syntézu
neohesperidin dihydrochalkénu moéze byt neohesperidin, ale tento sposob nie je vel'mi
vyhodny kvoli vysokej cene neohesperidinu a jeho relativnemu nedostatku. Ako
vychodiskové latky sa mozu pouzit’ aj iné prirodzene sa vyskytujuce flavonén glykozidy.
Zistilo sa, Ze vhodnym kandidatom je naringin, ktory je relativne lacny a dostupny, pretoze
je vedlajSim produktom pri komerénom spracovani grapefruitov (Gentili a Horowitz,

1968).

Horky pomaran¢ je dobrym zdrojom naringinu a neohesperidinu, ktoré sa mézu pouzit’ na
vyrobu sladidiel (Tripoli et al., 2007). Naringin sa za pésobenia horuceho vodného roztoku
alkalii (10-25% NaOH alebo KOH) v nadbytku izovanilinu meni na neohesperidin
chalkon. Tento medziprodukt je nasledne v pritomnosti vodiku a katalyzatoru (platiny

alebo palédia) prevedeny na prislusny dihydrochalkén (Gentili a Horowitz, 1968).

Zaujimavy z hladiska chuti je aj homoeriodiktyol, ktory sa komer¢ne dlhé roky pouzival
vo farmaceutickom priemysle na korekciu chute. No v niektorych pripadoch ho vSak
nemozno pouZzit’ pre ako remediens v potravindch alebo vo farmacii, pretoZe je az prili§

aromaticky (Ley et al., 2005).

Flavanony maju tendenciu zraZzat' sa, hlavne hesperidin. Zrazeniny sa tvoria nie len
v priebehu extrakcie materidlu pre analyzu, ale aj v priebehu spracovania citrusovych
plodov. Obsah naringinu klesol z 600 na 400 mg/kg po tom, ¢o bol grapefruit olupany,
narezany a schladeny na 4°C pocas 7 dni. Zistilo sa, Ze to mohlo byt spdsobené
vykrystalizovanim naringinu. MnoZstvo flavanonov stvisi taktiez s tym, akou technikou je
konkrétna Stava pripravend (ruc¢ne lisovand, nepasterizovand ap.), ale aj s odrodou

jednotlivych citrusov (Tomés-Barberan a Clifford, 2000).
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Obrazok 10: Konverzia horkych flavanonov na prislusné dihydrochalkony sladkej chuti.

Vlastné spracovanie podl'a Gentili a Horowitz, 1968.
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Stupeni ionizacie méa vplyv na prechod zlicenin cez membrany. U troch flavonoidnych
glykozidov (diosmin, hesperidin a naringin) aich aglykénov sa stanovovali ionizacné
krivky v zavislosti na pH (Obr. 11). Zna¢né mnozstvo aglykoénov je ionizovanych pri
fyziologickom pH, zatial’ co glykozidy su v neutrdlne. Pri skiimani prestupu cez vrstvu
buniek (pouzité boli modely Caco-2 a PAMPA) sa zistilo, ze Ziadne flavonoidné glykozidy
neprestupili vrstvou buniek, ale naopak aglykény ano. Pri porovnavani ioniza¢nych kriviek
aglykonov a glykozidov sa ocakavalo, Ze aglykony budu pri pH 7,4 prechadzat’ cez bariéru
v menSom mnozstve, pretoZze su viac ionizované. No nebolo tomu tak. Tento opacny
vysledok je pravdepodobne sposobeny mensou molekulovou hmotnost'ou aglykénu a tiez
jeho vyssou lipofilitou oproti glykozidom, ¢o umoziuje lepsi prestup cez biologické

membrany pomocou pasivnej diftizie (Day et al., 2000; Serra et al., 2008).
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Obrazok 11: Ionizacné krivky ziskané kapilarnou elektroforeézou pre diosmin (A);
diosmetin (B); hesperidin (C); hesperetin (D); naringin (E); naringenin (F).
Os X: pH; os Y: efektivna pohyblivost’, vid priloha ¢.2.

Obrazok prevzaty z Serra et al., 2008.
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5 Farmakokinetika flavonoidov

Farmakokinetika je disciplina, ktord sa zaobera casovymi a priestorovymi zmenami
réznych xenobiotik v zivych organizmoch. Skiima rychlost’ a rozsah Styroch hlavnych
procesov, ktoré ovplyviiuji osud podaného xenobiotika a st to absorpcia, distribucia,
metabolizmus a eliminacia, suhrne tiez oznaCované ako AMDE. Farmakokinetika sa
obyc¢ajne zameriava na pohyb lieCiv v organizme, ale tato disciplina méze byt aplikovana
aj na iné zluceniny, ktoré maju potencialny farmakologicky uc¢inok, ako napr. vitaminy,
hormoény, toxiny a v neposlednej rade aj rastlinné metabolity — flavonoidy (Davies

a Yanez, 2013).

5.1 Absorpcia a metabolizmus v tenkom ¢reve

Absorpcia je proces, prostrednictvom ktorého flavonoidy po peroralnom podani vstupuju
do krvného rieCiska. Aby sa mohli flavonoidy vstrebat, musia byt najprv uvolnené
z rastlinnych casti, ktoré prijimame potravou. Tomu predchadza Zuvanie, poOsobenie
traviacich Stiav v gastrointestindlnom trakte a nakoniec mikroorganizmy v ¢reve. To, do
akej miery sa budu latky uvolfiovat’ a absorbovat, zdvisi na fyzikdlne-chemickych
vlastnostiach, ako napr. molekulovd hmotnost’, konfiguracia, lipofilita, rozpustnost’, pKa.
Rychlost’” absorpcie a dostupnost’ v mieste G¢inku st predpokladom, Ze latka mdze byt
biologicky uc¢inn4d a je ,biologicky dostupnou®. Podl'a FDA, je definicia biologickej
dostupnosti nasledovna: ,,rychlost’ a rozsah, v ktorom je aktivna zlozka alebo aktivna Cast’
absorbovand z lieku a bude dostupnd v mieste u¢inku* (Davies a Yanez, 2013; Hollman,
2004). Flavonoidy sice maji zdravotné tvrdenia, ale je zndme, Ze maju vel'mi nizku
biologickll dostupnost’, ktord sa modZe vyrazne liSit’ v rdmci skupin flavonoidov, rovnako
tak sa moZu navzdjom lisit' jednotlivé zluceniny v urcitej skupine. Relativne rendlne
vylu€ovanie metabolitov antokyaninov a daidzinu, vyjadrené ako percentudlny podiel
z prijatého mnozstva, bolo 0,3% a 43%, ¢o poukazuje na rdéznu biologicki dostupnost
v r6znych skupindch flavonoidov. No biologicka dostupnost’ flavonoidov sa mdze lisit aj
medzi jednotlivymi konjugatmi vramci jednej skupiny (Hollman et al., 1999; Kanaze et al.,

2007; Thilakarathna et al., 2013).

Flavonoidy, ktoré prijimame potravou su védcsinou vo forme glykozidov. Pri spracovani

potravin, ako je varenie, zvidc¢Sa nedochddza k Stiepeniu a uvolfiovaniu aglykénov. Vo
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vSeobecnosti prijimame ale flavonoidy vo forme aglykénov,v porovnani s glykozidmi, len
vo vel'mi malych mnozstvach (Day et al., 1998). KI'uicova tlohu pre rozsah biologickej
dostupnosti zohrava prave cukornd =zlozka. Pozicia apovaha naviazaného cukru
ovplyvituje vstrebavanie flavonoidov vtenkom creve, atym aj vysledni biologicku
dostupnost’. Ked’ze su polyfenolické glykozidy hydrofilné latky, nemézu prestupovat’ cez
biologické membrany pasivnou difuziou. Predpokladalo sa, ze tieto glykozidy sa
vstrebavaju az v hrubom creve, kde su podrobené deglykozylacii za tucasti Crevnej
mikroflory. Na druhej strane, tuto tedriu vyvracia fakt, ze niektoré aglykony sa vstrebavaji
uz v zaludku avsucasnosti sa za hlavné miesto absorpcie pokladd tenké crevo.
V porovnani s aglykénmi a flavanonmi vo forme glukozidov, su prislusné glykozidy
s naviazanou ramnozou absorbované len vel'mi mélo (Ameer et al., 1996; Day et al., 1998;

Del Rio et al., 2013; Kanaze et al., 2007; Németh et al., 2003; Nielsen et al., 2006).

V §tudii s kvercetinom sa zistilo, Ze absorpcia rutinu (kverecetin-3-O-glykozyl-ramnoza) je
v porovnani s kvercetin-4-O-glukozidom a samostatnym aglykénom niz$ia. To znaci, Ze
flavonoidy vo forme glukozidu s absorbované uz v tenkom creve, zatial’ co flavonoidy vo
forme rutinozidu su absorbované v hrubom ¢reve po odstiepeni cukornej zlozky (Hollman

et al., 1999; Thilakarathna et al., 2013).

Pre potvrdenie boli vykonané §tadie s flavanénmi, ktorych Struktira bola enzymaticky
modifikovana tak, aby sa ziskali prisluSné flavanon-glukozidy. Obe Stidie boli dvojito
zaslepené, randomizované, crossover a zucastnilo sa ich 16 zdravych dobrovol'nikov. V
ur¢itych casovych intervaloch boli subjektom odoberané vzorky krvi a mocu. Vysledky
boli porovnané s vysledkami ziskanymi po poZiti flavanéonov vo forme rutinozidov (Tab.

5-6, Bredsdorff et al., 2010; Nielsen et al., 2006).

V prvom pripade iSlo o podévanie pomarancového dzusu, ktory obsahoval narirutin
(naringenin-7-O-rutinosid), podavanie dzisu upraveného o-ramnoziddzou, co viedlo k
ziskaniu naringenin-7-glukozidu (Bredsdorff et al., 2010). V druhom pripade bola
subjektom podavana jedna z troch pomaranCovych Stiav, tzv. ,nizko-davkovy rezim®,
pomarancovad Stava obsahujuca deaktivovanu hesperidindzu, aby bol dosiahnuty tzv.
,»Vysoko-davkovy rezim* a upravend pomarancova $tava pomocou enzymu hesperidindzy,

aby bol ziskany hesperetin-7-glukozid (Nielsen et al., 2006).

Biologicka dostupnost’ naringeninu, vyjadrend ako plocha pod krivkou (AUC), bola u

vSetkych subjektov po podani Stavy upravenej a-ramnozidazou priblizne 4-krat vyssia, v
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porovnani s konzumaciou neupravenej Stavy obsahujicj naringenin-7-rutinosid. Podobne
to bolo s maximalnou plazmatickou koncentraciou, ktord bola 5,4-krat vyssia. T,y klesol z

311 na 93 min v porovnani s neupravenou stavou (Bredsdorff et al., 2010).

Pri skimani hesperetinu, bola AUC v ,,nizko-davkovom rezime* asi 2-krat nizsia nez po
podavani hesperetin-7-glukozidu, zatial ¢o AUC vo ,vysoko-davkovom rezime® je
zrovnatelnda s AUC po podavani hesperetin-7-glukozidu. Pri  porovnani
farmakokinetickych kriviek grafu zavislosti plazmatickej koncentracie hesperetinu na case
sa zistilo, ze pri ,,nizko-ddvkovom rezime* a pri ,hesperetin-7-glykozid rezime* sa
plazmatické koncentracie po 10 hodindch znizia skoro na nulu, zatial' ¢o pri ,,vysoko-
davkovom rezime* tomu tak nie je. Cpax po podani hesperetin-7-glukozidu bola asi 4-krat
vyssia, v porovnani s ,,nizko-davkovym rezimom®, a asi 1,5-krat vyssia oproti ,,vysoko-
davkovému-rezimu®“. Hoci maximalne koncentrdcie pri ,nizko- a vysoko-davkovom
rezime* boli znacne rozdielne, ¢as, za ktory boli tieto Cyax dosiahnuté (Tpax), bol velmi
podobny. Na rozdiel od T« hesperetin-7-glukozidu, ktory bol mnohonésobne nizsi. To
potvrdzuje fakt, ze flavonoidy obsahujuce rutinozid st absorbované az v distalnych

Castiach traviacej sustavy za ucasti ¢revnej mikroflory (Nielsen et al., 2006).

Tabul’ka 5: Farmakokinetické parametre celkového naringeninu po podani

modifikovanej a nemodifikovanej $t’avy Pud’om.

narirutin | naringenin-7-glukozid
pocet testovanych subjektov 16 15
davka (mg/kg) 0,83 0,52
AUC (0-600 min, pmol/l . min) 18 70
Cax (umol/l) 0,12 0,77
Tmax (min) 311 93
relativne rendlne vylucovanie (%) 7 47

Vlastné spracovanie podl'a Bredsdorff et al., 2010.
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Tabul’ka 6: Farmakokinetické parametre celkového hesperetinu po podani

modifikovanej a nemodifikovanej §t’avy Pud’om.

hesperetin-7-
hesperidin glukozid
,hizko-davkovy ,»Vysoko-
rezim* davkovy rezim*

pocet testovanych subjektov 10 12 10
davka (mg/kg vahy) 0,93 2,92 1,21
AUC (0-10 h, mmol/l . h) 1,16 4,16 3,54
Chax(mmol/l) 0,48 1,05 2,6

Tmax (h) 7 4.4 0,6

relativne rendlne vylucovanie

(%) 4,06 8.9 14,4

Vlastné spracovanie podl'a Nielsen et al., 2006.

Vyssie uvedené vysledky, ale aj zavery studii Ameer et al. (1996) a Kanazeho et al. (2007)
potvrdzujt, ze aglykény (hesperetin a naringenin) su viac biologicky dostupné ako ich
prislusné glykozidové formy (hesperidin a naringin). Absorpcia Cistych aglykénov je po
peroralnom podani omnoho rychlejSia (uZ 20 min po podani) nez absorpcia flavonoidnych
glykozidov, pretoze je vynechany krok odStiepenia cukornej zloZky v trdviacom trakte,

a hesperidin a naringin musia byt’ najprv v traviacom trakte hydrolyzované.

Z predchadzajuceho textu vyplyva, Ze vyznamn( ulohu zohrdva deglykozylacia
prostrednictvom enzymov. V tenkom c¢reve cicavcov sa nachddza skupina enzymov, S-
glukozidazy. Patria medzi ne: glukocerebroziddza, laktaza-florizin hydrolaza (LPH)
apyridoxin — glukozid hydroldza. S vynimkou LPH, vSetky tieto enzymy pdsobia
intracelularne. Aby sa mohli podiel'at’ na metabolizme flavonoidov, musia byt najprv tieto
latky transportované do buniek v nezmenenej forme flavonoidnych glykozidov. LPH sa
vSak nachédza na luminalnej strane kartacového lemu v tenkom ¢reve a moéze ovplyviovat’
absorpciu prijatych glykozidov. LPH mé Siroku substratovu Specifickost’. V studiach sa
pouzivajui ov¢ia, 'udskd, potkania, hovédzia, opicia a prasacia LPH, pricom vSetky maju
zrovnatelné ucinky. Vsetky tieto LPH maji dve katalytické miesta. Jedno pre hydrolyzu
laktozy a druhé sluzi pre hydrolyzu hydrofobnejSich substratov, ako napr. florizin.

Zablokovanim miesta zodpovedného za hydrolyzu florizinu pomocou Specifického
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inhibitoru 2F-DNPglc, sa dokdzalo, ze druhé katalytické miesto je zodpovedné za
hydrolyzu flavonoidnych glykozidov (Obr.12). 2F-DNPglc sa kovalentnou védzbou viaze
na zvysky glutdmovej kyseliny v aktivnom centre. LPH hydrolyzuje hlavne hydrofilné
substraty, ale mdze Stiepit’ aj aglykony. Dolezita je spravna orientacia volnej hydroxylove;j
skupiny voci aktivnemu centru enzymu, aby mohli vzniknit’ vodikové véizby (Day et al.,

2000).
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Obrdzok 12: Specifickd inaktivicia katalytického miesta pre hydrolyzu florizinu.
Hydrolyticka aktivita je vyjadrena vo vzt'ahu k nemodifikovanej LPH pre laktézu, florizin,
kvercetin-4 -glukozid a kvercetin-3-glukozid. Biele stipce: preinkubéacia LPH bez
$pecifického inhibitoru 2F-DNPglc; tmavé stipce: preinkubacia LPH s 2F-DNPglc
(0,15mM, 10 min). Ciarky nad stipcami predstavuju §tandardna odchylku pre najmene;j tri
opakovania.

Obrazok prevzaty z Day et al., 2000.

Prechod hydrofilnych molekul, ako st glykozidy, cez biologické membrany je velmi
nepravdepodobny a difuzii musi preto predchadzat hydrolyza B-glukozidov, alebo je
potrebny Specificky transportny mechanizmus. LPH Stiepi flavonoid-O-B-glukozidy na

prislusny aglykon, ktory je znacne lipofilnejsi. Vysledkom zvysSenej lipofility je prestup
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latky cez biologické membrany pomocou pasivnej diftzie. Rychlost’ tohto procesu je

ovplyvnena saturdciou plazmy flavanénmi (Day et al., 2000; Nielsen et al., 2006).

Alternativnym hydrolytickym krokom je pdsobenie cytosolickej f-glukozidazy (CBQG)
vnutri  buniek. Aby CBG mohla pdsobit, musia byt polarne glykozidy najprv
transportované do enterocytov za ucasti sodikovo — gluk6zového prendsaca (SGLTI).
Mozny mechanizmus absorpcie je naznaceny na Obr. 13 (Day et al., 1998; Del Rio et al.,

2013).

LPH —

]

transmembrane ™,
domain SGLTI
¥ -.:ymsn_:rlif; “alc
domain of
F LPH

Obrazok 13: Alternativny mechanizmus absorpcie v tenkom creve.
Domény IIT a IV enzymu LPH zobrazené ako transmembranové proteiny, priCom
uvol'neny aglykon (F) prestupuje cez membranu pasivnou difiiziou a uvolnend glukdza
(glc) je prenaSand pomocou sodikovo — glukdzového prenasaca (SGLT1).

Obrazok prevzaty z Day et al., 1998.

Spominana skupina enzymov f-glukozidaz, ktoré sa podiel’aju na deglykozylécii prijatych
flavanonov, sa okrem tenkého Creva nachadza aj v peceni. Celkovo sa ucinok tychto
enzymov moéze liSit' medzi jednotlivcami navzdjom, ale zdd sa, Ze ich aktivita je vo
vSeobecnosti vyssia v tenkom ¢reve nez v peceni. Enzymy boli ziskané pomocou extrakcie
z Casti I'udského tenkého Creva a pecene, ziskanych od pacientov, ktori podstupili operaciu
traviaceho traktu. Kvercetin-4'-glukozid, naringenin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid,

genistein-7-glukozid a daidzein-7-glukozid boli hydrolyzované v oboch extraktoch, zatial’
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¢o kvercetin-3,4'-diglukozid, kvercetin-3-glukozid, kaempferol-3-glukozid, kvercetin-3-
ramnoglukozid and naringenin-7-ramnoglukozid ostali nezmenené. S vynimkou kvercetin-
3-glukozidu, ktory bol v extrakte z tenkého ¢reva v malej miere metabolizovany. Rychlost’
arozsah deglykozylacie st uvedené v Tab. 7. Z hodndét mozno vycitat, ze hydrolyticka
aktivita je vysSia v tenkom Creve nez v peceni, ¢o potvrdzuju aj hodnoty K, a Viax zistené
v peceni, v porovnani s nameranymi vys$imi hodnotami prisluchajicimi aktivite enzymov

v tenkom creve (Day et al., 1998).

Tabul’ka 7 : Rozsah deglykozylacie v tenkom Creve a peceni.

Initial rates and extent of deglycosylation of (iso)flavonoid glycosides with a small intestine and liver cell-free extract

Substrate Initial rate of deglycosylation Deglycosylation after 90 min
(umol/min mg) (%)
Small intestine Liver Small intestine Liver
Q 4'-glucoside 2.14%0.20 0.74+0.02 90.0+1.3 68.71£0.1
Q 3-glucoside 0.14+0.03 0 16.2+£0.5 0
Q 3-rhamnoglucoside 0 0 0 0
Q 3,4'-diglucoside 0 0 0 0
K 3-glucoside 0 0 0 0
Genistein 7-glucoside 3.15+£0.22 1.06+0.22 97.8+0.5 763104
Daidzein 7-glucoside 240+0.15 0.54£0.06 95.0%£0.8 66.510.3
Apigenin 7-glucoside 1.35+£0.20 0.61+0.13 83.3+0.2 49.0+£0.9
Naringenin 7-glucoside 1.05+0.17 0.30£0.09 66.1£2.8 263106
Naringenin 7-rhamnoglucoside 0 0 0 0

Samples were incubated for various time intervals (0-90 min) at 37°C. Initial rates were calculated using the linear component of the progress curve
only. Alternate time points were assayed in triplicate.

Tabul'ka prevzatd z Day et al., 1998.

Pri skimani prenasaca SGLT]1 sa zistilo, Ze niektoré glykozylované flavonoidy a aglykony,
su schopné zablokovat’ tento prendsac (Del Rio et al., 2003). V inej Studii, kde boli pouzité
¢revné bunky Caco-2, sa ukézalo, Ze prenos glukézy je zablokovany flavonoidmi vo forme
glykozidov a neglykozylovanymi polyfenolmi, zatial' ¢o aglykony a fenolické kyseliny na

prenos nemali vplyv (Johnston et al., 2005).

Naringenin je z traviaceho traktu efektivnejSie absorbovany nez hesperetin a v porovnani
s hesperetinom vykazuje aj vyssiu biologicka dostupnost’ (Brett et al., 2009; Kanaze et al.,
2007; Vallejo et al., 2010). Po jednordazovom podani rovnakého mnoZstva aglykénov, 135
mg hesperetinu a 135 mg naringeninu, bola maximaélna plazmatickd koncentracia (Cmax)
naringeninu priblizne 2,5-krat vysSia neZ cmax hesperetinu. Ale Cas, za ktory boli Cmax
dosiahnuté bol u oboch aglykénov priblizne rovnaky (Kanaze et al., 2007). Potvrdzuje to aj
Studia Bretta et al. (2009), kedy mnozstvo podaného hesperetinu bolo asi 7-krat vyssie ako
mnozstvo naringeninu. Hoci cyax @ AUC hesperetinu boli mnohonasobne vysSie nez
hodnoty naringeninu, rozdiely medzi hodnotami cy.x @ AUC jednotlivych aglykénov sa

nelisili 7-nasobne.
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Okrem toho, ze su proximdlne Casti traciacej sustavy, tenké ¢revo a v mensej miere aj
zalidok, miestom vstrebavania flavanénov, podielaji sa aj na metabolizme. Prvej fazy
metabolizmu sa zuacastiiuju predovSetkym enzymy cytochromu P450. Hlavnymi
izoformami v peceni a traviacom trakte si izoformy CYP3A4 a CYP3AS, ktoré sa
vyznamne podiel'aji na metabolizme flavonoidov. V menSom mnozstve ich mozno najst’ aj
v zaludku, konkrétne ide o CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7 a CYP2EL.V studii zaoberajicej
sa metabolizmom naringeninu boli zistené dva produkty prvej fazy metabolizmu (Obr. 14).
Prvym bol apigenin, ktory vznikol desaturdciou kruhu C. Apigenin bol najdeny nie len
v tenkom creve, ale aj v zaludku. To potvrdzuje, ze prva faza metabolizmu prebicha
v tenkom c¢reve a v zaludku. Druhym bol 4,5,7,4 -tetrahydroxyflavan, ktory vznikol
redukciou karbonylovej skupiny naringeninu na uhliku C4. Detegovany bol aj oxidacny
produkt, ktorého presnu Struktiiru sa nepodarilo zistit’. V zavislosti na polohe hydroxylécie,
moéze ist o 3’-hydroxylovany produkt, eriodiktyol, aromadendrin alebo hydroxychinén

(Orrego-Lagarodn et al., 2016).
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Obrazok 14: Redukcia naringeninu na prislusny 4,5,7,4 -tetrahydroxyflavian
a desaturdcia kruhu C naringeninu na apigenin.

Vlastné spracovanie podl'a Orrego-Lagaron et al.,2016.
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EsSte v bunkach traviaceho traktu, pred vstupom do obehového systému sa aglykony
podrobia urCitému stupiiu druhej fazy metabolizmu. Pdsobenim enzymov, ako su
sulfotransferaza (SULT), uridin-5'-difosfatglukuronozyltransferaza (UGT) a katechol-O-
metyltransferaza vznikaji prislusné metabolity. Moze vSak dochadzat k spdtnému
vychytavaniu vzniknutych metabolitov do lumen tenkého creva. Toto vychytdvanie
zapriciuje rodina membranovych prenasaov, adenosin triphosphate-binding cassette
(ABC), vratane multirezistentného proteinu (MRP) a P-glykoproteinu. MRP-3 a gluk6zovy
prenasac GLUT?2 sa tiez ucastina na spatnom vychytdvani metabolitov z bazolateralnej
strany enterocytov. Aktivita glukuronozyltransferazy a sulfotransferazy bola zistena nie len
v ¢reve, ale aj v zaludku. Dva metabolity, naringenin-glukuronid a naringenin-sulfat, boli
detegované vo vzorkach zo zaludka a tenkého creva, priCom vyssi podiel bol v tenkom
¢reve. Tieto vysledky sa zhoduju s faktom, ze vySSia aktivita tychto konjugaénych
enzymov je v tenkom ¢reve nez v zaludku (Orrego-Lagarén et al., 2016; Del Rio et al.,

2013).

Zhrnutie absorpcie a metabolizmu v tenkom ¢reve je na Obr. 15.
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Obrazok 15: Mozné sposoby absorpcie a metabolizmu v tenkom Creve.

Skratky vid’ predchadzajtci text.
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5.1.1 Biologické dostupnost’

Z vyssie uvedené¢ho vyplyva, ze biologicka dostupnost favanonov je vyznamne
ovplyvnena rozsahom procesov v traviacom trakte. Je zname, ze flavandny vykazuju len

vel'mi nizku biologicku dostupnost’.

Manach et al. (2003) skumal vplyv podanej davky na vyslednti biologicku dostupnost’.
Podaval subjektom pomarancovu $tavu v dvoch davkach (0,5 a1 liter), pricom 1 liter
Stavy obsahoval dvojnasobné mnozstvo hesperetinu a naringeninu oproti 0,5 litrovej stave.
Hodnoty cmax vSak nekoreSpondovali s podanou davkou, ale lisili sa az trojndsobne. Vzt'ah

medzi podanou davkou a maximalnou plazmatickou koncentraciou nie je linearny.

Vplyv na biologicku dostupnost’ flavanénov ma aj ich rozpustnost’ a typ podavanej stavy.
Pri spracovani ovocia a priprave Stiav, Cast’ flavandénov ostdva rozpustnd, ale cast
precipituje. In vitro aj in vivo §tidie dokazuju, ze rozpustené flavandny su viac dostupné,
zatial ¢o vyzrdzané flavanony su vo vode nerozpustné, tazko rozpustné dokonca aj
v alkohole a ich opédtovné rozpustenie je potrebné silné organické rozpustadlo, akym je
dimetylsulfoxid (Baker a Cameron, 1999; Gil-Izquierdo et al., 2001; Tomas-Barberan
a Clifford, 2000).

Rozdiely vo farmakokinetike a biologickej dostupnosti sa vyskytuji aj medzi
dobrovol'nikmi participujicimi na klinickych $tudidch. Hoci je pri testovani snaha o ¢o
najzhodnejSie podmienky, vo vysledku sa mézu hodnoty jednotlivcov navzdjom lisit.
Vplyv na variabilitu méze mat’ pohlavie, vek, BMI, genetické predispozicia a pod. (Erlund

et al., 2001; Vallejo et al., 2010).

Okrem endogénnych faktorov, méze mat’ na biologicku dostupnost’ flavanonov vplyv aj
zloZenie potravy. Napriklad vysoky obsah vlakniny, divalentné mineraly, ¢i potrava bohatéa

na bielkoviny by mohli zniZzovat’ absorpciu flavonoidov (Bohn, 2014).

Podobne aj podévanie probiotik, Bifidobacterium longum, moze ovplyvnit biologicku
dostupnost. Dobrovolnikom bola ndrazovo podand pomarancova S$tava spolu
s probiotikami alebo bez nich. V druhej Casti boli dobrovol'nici po dobu 4 tyzdiiov denne
suplementovani probiotikami a po tejto dobe im bola podané rovnaka §tava. Stava v oboch
pripadoch obsahovala celkovo 196 pmol polyfenolov, z ¢oho 56 umol boli naringenin-O-
glykozidy a 111 pmol hesperetin-O-glykozidy. Narazové podanie $tavy spolu alebo bez

probiotik nesposobilo zmenu v biologickej dostupnosti, pricom metabolity hesperetinu
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a naringeninu boli vyli¢ené mocom v mnozstve 22% vzhladom na podanu davku, a
hlavné fenolické a aromatické kyseliny vzniknuté v hrubom ¢reve boli vylucené z 21%
vzhl'adom na podanu davku. AvSak, konzumacia pomarancovej Stavy po 4 tyzdnoch
pravidelnej dennej suplementacie probiotikami spdsobila ndrast vylucovania metabolitov
na 27% vzhl'adom na podanu dévku, a vylucovanie fenolickych katabolitov tiez vzrastlo na
43%. Nie je vSak celkom zname ako doslo k tomuto narastu. In vitro sice Bifidobacterium
longum vykazuje ramnozidazovu aktivitu voci p-nitrofenyl-a-ramnopyranozidu ako
substratu, no za anaérobnej inkubacie tejto baktérie spolu s hesperetin-7-O-rutinozidom
a naringenin-7-O-rutinozidom nedoslo k Stiepeniu rutinozidu na glukozid, ani tohto na
aglykon. No zvySena biologicka dostupnost’ po dlhodom podéavani probiotik pozorovana in
vivo vedie k otazke, ¢i by dlhodoby prijem probiotik nemohol byt prospesny pre ¢revnil
mikrofloru, ¢o by vo vysledku mohlo zvysit aj biologicki dostupnost’ podavanych

flavanénov (Avila et al., 2009; Pereira-Caro et al., 2015; Pereira-Caro et al., 2016).

V nasledujtcich tabulkdch su spracované rozne farmakokinetické parametre hesperetinu

(Tab. 8) a naringeninu (Tab. 9), ktoré boli zistené v jednotlivych studidch.
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Tabulka 8:

Farmakokinetické parametre — hesperetin.

Pocet Podana
subjektov Vek latka Prijata davka AUC Cmax Tmax Tz
pmol - Zdroj
pmol mg h/L pg - h/L pmol/L ng/L h h
3099 + 220+ Elr'“z”(j'oj‘
« al., .
8 26+5 PS 417+86 |126+26 |10.3+82 |2464 1.58 655+479 |5.4+1.6 224+0.8
363,5+ 109,9 + 4,19 + 1366 + 0,46 + gfa”;)j;e‘
5 25+ 1 PS 12,2 3,7 1,11 335 0,07 139+£21 [5,40+ 0,40 - T
219,9 + 9,28 + 2805 + 1,28 + gfa”;)j;e‘
5 25+1 PS 727 £24,6 | 7,4 1,95 859 0,13 387+39 [5,80+0,37 - T
Eisty 4300,49 + 825,78 + 3,05+ :,a”;,f,ft
6 25+5 aglykon - 135 - 1697,20 - 410,63 3,67+0,52 (0,91 T
Gardana et
& al., 2007.
7 257+1,1 |PS - 51 - 195.5 - 43.4 5,3 -
Gardana et
& al., 2007.
7 257+1,1 |PS - 102 - 396,4 - 78,9 5,1 -
18-80 79,7 + 376 + 28,8 + 7,00 + ;‘;‘zg etal,
20 rokov pomaran¢ - 17,7 - 508 - 37,3 4,23 - '
18-80 30,9 + 6,20 + 5;2: etal,
20 rokov PS - 71,8 + 8,1 - 346 + 363 - 38,0 2,04 - '

Pomaranc¢ova §tava (PS), area under the curve (AUC), maximalna plazmatick4 koncentracia (Cpay), €as, za ktory bola dosiahnuté ¢ pay (Timay), plazmaticky poléas (T ).

Vlastné spracovanie.
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Tabul’ka 9: Farmakokinetické parametre — naringenin.
Pocet Podana
subjektov Vek latka Prijata davka AUC Cmax T max T Zdroj
pmol mg pmol - h/L | pg - h/L | pmol/L ng/L h h
7534 + 5.99 + 1628 + Erlund et
8 26+5 |GS 731+ 155 [199+42 [27.7+26.3 |7151 5.36 1459 48+1.1 |22+0.1 [
719 £437 [0.64 + 175+ 110 Erlund et
8 265 |PS 85 +7 232 [26=16 0.40 5529 1306 [0
0,06 + 16,5+5 Manach et
5 25+1  |PS 83,0£77 [22,6+1,9(043+0,17 [117+46 |0,02 4,60 + 0,60 e
166,1 + 0,20 + 54+ 11 Manach et
5 25+1 |P§ 15,6 452+4,01,29+0,33 (35190 |0,04 5,00 + 0,45 - al., 2003.
Cisty 8841,51 + 2009,51 + 2,31 + Kanaze et
6 25+5  |aglykon - 135 - |272857 - [77081  |3,67+0,82 0,40 2l 2007
. Gardana et
7 25,7+ 1,1 |PS - 6 - 53,9 - 16,4 5 - al., 2007.
. Gardana et
7 257+ 1,1 |PS - 12 - 95,6 - 53,9 5 - al., 2007.
18-80 11,8 + 230+ 23+ 5,88 + Brett et al.,
20 rokov  |pomarand - 5,5 - 283 - 32,1 1,83 : 2009.
18-80 9,4+ 176 + 14,3+ 4,46+ Brett et al.,
20 rokov  |P$ - 0,7 - 170 - 14,4 2,56 - 2009.

Grapefruitova §tava (GS), d’alsie skratky vid’ Tab. 8.

Vlastné spracovanie.
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5.2 Metabolizmus v peceni

Po vstrebani flavanonov z tenkého Creva, sa krvnym rie¢iskom dostavaju do pecene, kde su
nasledovne metabolizované. Najskor st podrobené I. fize metabolizmu, na ktorej sa
podiela monooxygendzovy systém, cytochrom P450. V l'udskom organizme je
exprimovanych 57 génov kodujucich CYP450, ktoré st rozdelené do 18 rodin s r6znymi
izoformami. Na metabolizme flavonoidov sa podielaju hlavne CYP1Al, CYP1A2,
CYPI1BI1, CYP3A4 a CYP2C9, pricom prevladajucou formou je CYP3A4, nachadzajuca
sa prave v tenkom creve, ako bolo zmienené vysSie, a v peCeni, kde zohrava klacovi

ulohu.

Faza 1 v pe€eni zahriluje najma oxidaciu a O-demetylaciu (Cassidy et al.,2017). Hlavnou
Struktirou v molekule flavonoidu, na ktorej dochddza k biotransformécii je kruh B.
Dolezity je pritom pocet a pozicia hydroxylovych a metoxylovych skupin na kruhu B.
Flavonoidy, ktoré neobsahuju ziadnu hydroxylovu skupinu v kruhu B, alebo tie, ktoré
obsahuju v molekule 4’-hydroxylova skupinu, su in vitro za pouZzitia potkanich ale aj
Pudskych mikrozémov premenené na prislusné 3’,4'-dihydroxyderivaty. Podobne je tomu
s flavonoidmi obsahujucimi metoxylovll skupinu v pozicii 4°. 4’-Metoxyderivaty su
demetylované a vznikaju prislusné hydroxyderivaty. Flavanony, ktoré obsahovali dve
alebo viac hydroxylovych skupin, alebo u 3’-metoxyderivatov neboli detegované Ziadne
metabolity. Hlavnym metabolitom naringeninu aj hesperetinu je eriodiktyol. Hoci je
eriodiktyol spolocny pre oba tieto aglykony, jeho vznik je u oboch rozdielny. Zatial’ ¢o
u hesperetinu dochadza k demetylacii v polohe 4’, u naringeninu dochadza k hydroxylacii
v polohe 3" (Obr. 16, Nielsen et al., 1998; Nikolic a van Breemen, 2004; Breinholt et al.,
2000).
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Obrazok 16: Hlavny metabolit 1. fazy metabolizmu hesperetinu a naringeninu,
eriodiktyol.

Vlastné spracovanie.

Dal§imi moznymi metabolitmi naringeninu, vznikajiicimi pdsobenim potkanich
pecenovych mikrozomalnych enzymov, st latky s hydroxychinénovou S$truktirou (Obr.
17-A), pri€om v niektorych pripadoch nasledne dochédza k Stiepeniu kruhu B a vznika 5,7-
dihydroxychroméon (Obr. 17-B). Vo velmi malom mnozstve vznikd aj 3-
hydroxynaringenin, tieZ nazyvany aromadendrin (Obr. 17). Naringenin sa mozZe
metabolizovat’ aj na flavon (apigenin) s nasytenym kruhom C (Obr. 19). Rovnako tak je
tomu v tenkom ¢reve (Obr. 14). Vzniku apigeninu predchadza krok, v ktorom je vytvoreny
radikal, nasledne dochadza dehydrogenécii na prislusny flavon (Nikolic a van Breemen,

2004).
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Obrazok 17: Vznik hydroxychinonu 7 naringeninu (A) a ndsledné Stiepenie na 5,7-
dihydroxychromon (B).

Obrazok prevzaty z Nikolic a van Breemen, 2004.

OH
HO: o

OH

OH O

Obrazok 18: Aromadendrin, 3-hydroxynaringenin.

Vlastné spracovanie podl'a Nikolic a van Breemen, 2004.
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Obrazok 19: Konverzia flavanonu (naringeninu) na prislusny flavon (apigenin).

Vlastné spracovanie podl'a Nikolic a van Breemen, 2004.

Enzymy II. fdzy metabolizmu, ktorymi su uridin-5"-difosfat glukuronyltransferaza,
sulfotransferaza a katechol-O-metyltransferaza, vSak vykazuji omnoho vys$iu aktivitu.
Vysoku aktivitu potvrdzuje aj fakt, Ze aglykény st v krvnom obehu bud’ Giplne nepritomné,
alebo sa vnom nachadzaju len v nizkych koncentraciach. Preto oxida¢né a O-
demetylované metabolity vznikajice v pe€eni su menej vyznamné z hl'adiska celkového
mnozstva metabolitov. VacSina metabolitov je vo forme glukuronidovanych, sulfatovanych
a metylovanych konjugatov. Vd’aka vySSej polarite tychto produktov s prostrednictvom
obliciek vyluCované do mocu. No moézu byt aj Zl¢ou alebo cinnostou efluxnych
transportérov vylucené naspiat do tenkého Creva, kde st mikroflorou hydrolyzované na
prislusné aglykony. Tento extenzivny metabolizmus spdsobuje nizke plazmatické hladiny,
atym dalej zniZzuje biologicku dostupnost’ (Cassidy a Minihane, 2017; Del Rio et al.,
2013; Hollman, 2014; Thilakarathna a Vasantha Rupasinghe, 2013).

Metabolity vylucené do ¢reva sa mdzu v niektorych pripadoch opédtovne vstrebat’ a byt
biologicky dostupné. Poukazuji na to kinetické krivky plazmatickych koncentracii, kedy
sa ujedného z piatich skimanych subjektov vyskytuju dva piky (Obr. 20). Druhy pik
v ¢ase 10 h pravdepodobne koreSponduje s reabsorpciou metabolitov vyluc¢enych zl¢ou do

tenkého ¢reva (Manach et al., 2003; Thilakarathna a Vasantha Rupasinghe, 2013).
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Obrazok 20: Kinetické krivky plazmatickych koncentrdcii po podani pomarancovej §t’avy
prisluchajuce 5 testovanym subjektom, pricom u jedného (A) sa vyskytuju dva piky
suvisiace s reabsorpciou metabolitov.

Obrazok prevzaty z Manach et al., 2003.

UGT katalyzuje prenos zvysku glukurénovej kyseliny z UDP-glukurénovej kysliny na
flavonoid. Rodina UGT enzymov zahrnuje 22 izoforiem, medzi ktoré patria UGTIA
(UGT1A1, UGTI1A3, UGT1A4, UGTI1AS, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGTI1A9,
UGT1A10), UGT2A (UGT2A1, UGT2A2, UGT2A3), UGT2B (UGT2B4, UGT2B7,
UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17, UGT2B28), UGT3 (UGT3Al, UGT3A2)
a UGTS8 (UGT8A1) (Mackenzie et al., 2005). V I'udskom organizme sa tiez nachadza 10
roznych izoforiem SULT. Tieto enzymy pripdjaji na flavonoidy zvySok kyseliny sirove;.
V l'udskom tele boli detegované SULTI1A1, SULT1A2, SULTIA3 (je kdédovana
SULTI1A3 a SULT1A4, preto Casto nazyvana aj SULTI1A3/4), SULTIBI1, SULTI1C2,
SULTI1C4, SULTIEIL, SULT2A1, SULT2B1 v2 a SULT4Al _v2 (Riches et al., 2009).
Zatial' ¢o ¢innostou UGT a SULT vznikaju hydrofilnejSie molekuly, posobenie COMT
vedie k lipofilnejSim produktom. Tie, aby mohli byt z organizmu vylicené, musia byt

nasledne glukuronidované alebo sulfatované (Cassidy a Minihane, 2017).

Na metabolizme hesperetinu sa podielaju enzymy UGT a SULT. Hesperetin je
konjugovany prevazne v pozicii 7 a3 (Brand et al., 2010). Zaujimavé je, ze nedochadza

ku konjugacii hydroxylovej skupiny v pozicii Cs (Exarchou et al., 2002).
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Hlavnymi enzymami podiel’ajicimi sa na vzniku hesperetin-7-O-glukuroniu st UGT1A9,
UGTI1A1, UGT1A7, UGT1A8 a UGT1A3. UGT1A7 vsak pripdja zvysok glukurénove;j
kyseliny hlavne v pozicii 3’, ¢im vznika hesperetin-3"-O-glukuronid. Izoformy UGT1AG6 a
UGT2B4 produkuju len hesperetin-7-O-glukuronid. Izoformy UGTI1A1l, UGTIAS,
UGTI1A9, UGTI1A10, UGT2B7 a UGT2BI15 katalyzuji vznik metabolitov v oboch
poziciach. Hesperetin je metabolizovany hlavne izoformou UGTI1A9 a ucinok
glukuronidacie postupne klesa v poradi UGT1A9 > UGT1A1 > UGT1A7 > UGTI1A3 >
UGTI1A8 > UGT1A10 > UGT2B7 = UGT2B15 > UGT2B4.

Vysledkom pdsobenia SULT je hesperetin-7-O-sulfat a hesperetin-3"-O-sulfat. Izoformy
SULT1C4 a SULT2A1 katalyzuju vznik 7-O-sulfatu, zatial ¢o SULTI1A1, SULTI1A2,
SULTIE1 st zodpovedné za sulfataciu v pozicii 3". Posobenim SULT1C2 vznikaju oba
produkty, ale preferencne hesperetin-7-O-sulfat, zatial ¢o podsobenim SULT1A3 a
SULTI1BI vznikaja preferencne konjugaty v pozicii 3" (Brand et al., 2010). Celé spektrum

metabolitov je ukdzané na Obr. 21.

Vin vivo systémoch v§ak UGT a SULT pdsobia v rovnakom case, o ma za nasledok
vznik glukuronidov aj sulfatov a to v réznom pomere. V §tadii, kedy sa dobrovol'nikom po
no¢nom hladoveni podal jednordzovo 1 liter pomaranfovej Stavy obsahujicej 444mg/l
hesperidinu, boli v plazme detegované glukuronidy (87%) aj sulfo-glukuronidované
metabolity (13%), no nenasli sa v nej ziadne Cisto sulfitované formy. V inej Studii sa
podavala pomarancova $t'ava, ktord obsahovala 410mg/I hesperidinu. V plazme sa nasli len
glukuronidy, ale v moci boli zistené aj sulfatované formy. Autori si to vysvetl'uji tym, ze
istu ulohu v II. faze metabolizmu mo6zu zohravat aj obli¢ky, v ktorych je exprimovana
SULTI1A1 zodpovedna za vznik malého mnozstva sulfitovanych derivatov. V tretej Studii
boli dobrovolnikom podévané bud’ pomarance (161mg hesperidinu) alebo pomarancova
Stava (145mg hesperidinu). V plazme boli detegované hesperetin-7-O-glukuronid,
hesperetin-3"-O-glukuronid a hesperetin-3’"-O-sulfat. Tieto rozdiely zistené v jednotlivych
Stidiach mozno vysvetlit' rozliénou uG¢innostou jednotlivych enzymov v zavislosti na
mieste ich vyskytu ako aj interindividudlnymi rozdielmi v biologickych systémoch (Brand

et al., 2010).
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Obrazok 21: Hlavné metabolity hesperetinu a naringeninu.

5.3 Metabolizmus ¢revnou mikroflorou v hrubom ¢reve
Zluceniny, ktoré sa nevstrebaju v tenkom creve, putuju d’alej do hrubého creva, kde s

rozkladané za ucasti Crevnej mikroflory na jednoduchsie latky, ktoré mézu dokonca

vykazovat’ urciti biologickt aktivitu (Thilakarathna a Vasantha Rupasinghe, 2013).
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Hrubé crevo osidluju kmene enterobaktérii, ako s0 Bifidobacterium longum
a Lactobacillus rhamnosus. In vitro vykazuju glukoziddazovli a ramnozidazova aktivitu
a podiel’aju sa na katabolizme flavandnov (Pereira-Caro et al., 2016). Prvym krokom je
odsiepenie rutinozidu z molekuly, ¢im vznikd aglykén. /n vivo, uvolneny aglykon moéze
difundovat’ po koncentratnom spade do krvi, pricom cast’ je d’alej metabolizovand na
glukuronidované alebo sulfitované metabolity. Dalsia ¢ast moéze byt vylacena
prostrednictvom fekalii. Vacsina aglykonov je vSak posobenim mikroorganizmov Stiepena
(Nielsen et al., 2006; Pereira-Caro et al., 2015). K Stiepeniu dochadza na heterocyklickom
kruhu, obsahujucom atom kyslika. Vzniknuté produkty zahrituji mnozstvo roznych
hydroxylovanych fenylkarboxylovych kyselin. V zéavislosti na type flavonoidu vznikaja
bud’ fenyloctové kyseliny, fenylpropionové kyseliny alebo valerolaktony. Pri Stiepeni
flavanénov vznikaju fenylpropionové kyseliny. Tieto fenylkarboxylové kyseliny st
v tkanivach podrobené dalSej bakteridlnej degradécii a premene pomocou I'udskych
enzymov. Vysledkom je, Ze niektoré fenylpropionové kysliny su oxidované na kyselinu
benzoovii (Hollman, 2004). V menSej] miere mdze dochadzat aj ku skracovaniu
postranného retazca, a tym k zmene fenylpropionovej kyseliny na kyselinu fenyloctovi.
Tato kyselina potom moze byt v peceni prevedena na kyselinu hippurovu (Pereira-Caro et
al., 2015; Pereira-Caro et al.,2016). Baktérie v hrubom ¢reve okrem Stiepenia produkuju aj
glykozidazy, glukuronidazy a sulfatazy, ktoré st schopné zbavit’ konjugované flavonoidy
od naviazanej cukornej zlozky, glukurénovej kyseliny a siranu. Baktérie osidl'ujuce 'udské

¢revo dokazu hydrolyzovat nie len O-glykozidy, ale aj C-glykozidy (Hollman, 2004).

Uloha ¢revnej mikroflory pri rozklade hesperetinu a naringeninu bola skiimané za pouZitia
in vitro fermentacie, pricom testované zluCeniny boli inkubované za anaérobnych
podmienok s fermentaénym médiom obsahujucim ludské fekalie. Cielom bolo urcit

rozkladné produkty, ktoré vznikajl a kvantifikovat’ ich.

Ukézalo sa, ze po€as 24 hodin postupne dochadzalo k premenam flavanénov, pricom
¢asom ubudali povodné aglykony a stipal podiel prislusnych katabolitov. Po 24 hodinach
boli skoro vsetky flavandony degradované, pricom ostalo len 6-16% nezmeneného

hesperetinu a 0-4% nezmeneného naringeninu.

Hlavnym produktom degradacie hesperetinu bola 3-(3’-hydroxy-4'-
metoxyfenyl)propionova kyselina (Obr. 22). Po 1 h inkubacie boli zistené nizke hodnoty
tohto katabolitu: 0,4 - 1,1 umol/l. Tato kyselina nasledne podlieha demetylacii a vznika
kyselina 3-(3",4"-dihydroxyfenyl)propidénova, ktord bola prvykrat detegovand az po 4 h
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inkubécie. 3-(3’,4’-Dihydroxyfenyl)propiénova kyselina dosiahla maximalne hodnoty
medzi 6 — 8 h inkubacie a kompletne vymizla po 24 h. Pri vzorkach vsetkych Styroch
darcov fermenta¢ného materidlu sa zistilo, Ze zmiznutie tohto metabolitu je spojené
s postupnym narastom iné¢ho produktu, ktory vznika jej dehydroxylaciou, ato 3-(3'-
hydroxyfenyl)propionovej kyseliny, ktora dosiahla maximalne hodnoty po 24 h
fermentacie. 3-(Fenyl)propionova kyselina bola prvykrat detegovana v case 6 h
a maximum mala u vSetkych vzoriek po 24 h. Boli zistené aj malé mnoZzstvd inych
katabolitov  hesperetinu, konkrétne 3-(4'-hydroxyfenyl)propionova kyselina a4’-
hydroxyfenyloctova kyselina, ktorda moze byt dalej zmenend na 4’-hydroxyhippurovu

kyselinu.

Hlavny degradacny produkt naringeninu , ktory vznikol rozstiepenim kruhu, sa objavil po
8 h abola to 3-(4’-hydroxyfenyl)propiénova kyselina (Obr. 22). Jej hodnoty vyrazne
poklesli po 24 h. Tento pokles bol sprevadzany vznikom znaéného mnozstva 3-
(fenyl)propionovej kyseliny, ktora vznikla pravdepodobne medzi 8 a24 hodinou
dehydroxylaciou predoslého metabolitu. Skratenim postranného retazca vzniklo malé
mnozstvo 4’-hydroxyfenyloctovej kyseliny. T4 sa nésledne prevedie na kyselinu 4-
hydroxybenzoové a kyselinu 4’-hydroxyhippurovi. Okrem toho boli u vSetkych vzoriek
zistené aj nizke hladiny 3-(4’-hydroxyfenyl)octovej kyseliny. Porovnanim vysledkov
s datami ziskanymi in vitro pozorovanim vylucovania fenolovych a aromatickych kyselin
mocom, boli odvodené mozné katabolické cesty, ktoré su zndzornené na Obr. 22 (Pereira-

Caro et al., 2015).
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Obrazok 22: Schématické znazornenie moznych katabolickych ciet hesperetinu
a naringeninu.

Zelené Struktary — produkty ziskané in vitro pésobenim ¢revnych baktérii; modré Struktury
— produkty detegované v moci, ale neprodukované pri inkubécii s l'udskymi fekaliami.
PIné Sipky — hlavné metabolické cesty; preruSované Sipky — vedl'ajSie metabolické cesty.
Cervené sipky — Stiepenie jadier.

Obrazok prevzaty Pereira-Caro et al., 2015.

5.4 Distribucia

Distribticia popisuje pohyb a rozptylenie flavonoidov v telesnych tekutinach a tkanivach.
Hlavnym transportnym proteinom je albumin, ktory sa v plazme nachddza v mnozstve asi

42 g/l apodiela sa na osmotickom tlaku zhruba z 80%. Ako vicSina plazmatickych

bielkovin je syntetizovany v peceni v mnozstve priblizne 0,7 mg/h na kazdy gram pecene,
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¢o predstavuje mnozstvo priblizne 10-15 g za den. Albumin je neglykozylovany protein,

ktory pozostava z 585 aminokyselin a ma molekulovii hmotnost’ 66,5 kDa.

Albumin v l'udskom tele zastdva viacero funkcii, medzi ktoré patria antikoagulacia,
likvidacia volnych radikalov, inhibicia agregacie krvnych dosti¢iek a preprava mnohych
endogénnych aj exogénnych latok. Je schopny reverzibilne viazat’ malé molekuly, ako su
mastné kyseliny, aminokyseliny, lie¢iva a anorganické i6ny. Naviazanim tychto nizko
molekularnych latok na albumin poklesne ich filtracia v oblickach, o ovplyvni ich renalnu
klirens a v kone¢nom dosledku aj biologicku dostupnost’ (Ding a Peng,2015; Cao et al.,

2011).

Posilnenie vizby ligand — albumin mdze zvySovat' plazmaticky polcas daného ligandu
ajeho stabilitu. Napriklad, po poziti 50 mg polyfenolov (ich aglykénov) je priemerny
eliminacny polc¢as katechinov a flavanonov 2-3 hodiny, zatial’ ¢o poléas izoflavonov je 5-8
hodin a flavonolov 18-20 hodin. Toto poradie koreSponduje so zvySujucou sa afinitou

aglykénov k albuminu (Khan et al., 2011).

Interakcie medzi lie¢ivami a plazmatickymi proteinmi vyznamne ovplyviiuju distriblciu,
mnozstvo volnej frakcie lieCiva v krvnom rieisku a tieZ metabolizmus. Preto je vel'mi
dolezité skiimat” vzijomné vztahy medzi flavanonmi a plazmatickym albuminom.
Struktura, viizby, energeticka naro¢nost’ a mnoho d’alsich faktorov mézu ovplyvnit afinitu
polyfenolickych latok k plazmatickym bielkovindm, atym aj distribiciu a transport
v krvnom riec¢isku (Cao et al., 2011).

Vlastnosti, ktoré vplyvaji na afinitu polyfenolov k plazmatickym bielkovindm st:

e Jedna alebo viac hydroxylovych skupin naviazanych na kruhu B (napr. 3°, 4’
dihydroxylové skupiny na kruhu B) zvySuju afinitu flavonoidov k plazmatickym
bielkovinam. Na druhej strane, hydroxylova skupina na kruhu C tato afinitu
oslabuje.

e Pritomnost nenasytenej vidzby medzi uhlikmi C, aCs, ktord je konjugovana
s karbonylovou skupinou na uhliku Cg4, 2zvySuje afinitu k plazmatickym
bielkovindm.

e V zavislosti na mieste pripojenia a povahe cukornej zlozky, mdze glykozylacia

znizit afinitu k plazmatickym bielkovindm.
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e Metylacia hydroxylovych skupin zvysSuje afinitu k plazmatickym bielkovinam, a to
2-16 krat.

e Katechiny s naviazanou gallovou kyslinou vykazuju vyssiu afinitu k plazmatickym
bielkovindm, ako tie bez kyseliny gallovej. Rovnako tak katechiny v trans
konciguraci v polohe C,-C; vykazuju vysSiu afinitu nez tie v konfiguracii cis

(Xiao a Kai, 2012).

Strukturne sa albumin skladé z troch homologickych domén (I, II a III), ktoré st vzajomne
usporiadané do tvaru srdca. Kazdd doména je tvorend dvomi subdoménami (A a B), ktoré
maju tvar helixu a st pospdjané 17 disulfidickymi vézbami. Existuju dve hlavné vézobné
miesta pre lie¢iva a iné xenobiotikd. Miesto 1, nazyvané tiez ako warfarin-azapropazoénové
miesto, nachadzajiice sa v subdoméne IIA. Ma tvar dutiny, ktorej vnutorné steny su
tvorené¢ hydroféobnymi retazcami, ale vstup do tejto dutiny je obklopeny pozitivne
nabitymi Castami. ZvlaStnym rysom tohto miesta je objemny heterocyklicky anion
s negativnym néabojom, zvySok tryptofanu, ktory je umiestneny uprostred. V tomto mieste
sa viazu na albumin latky ako azapropazoén, kyselina dijodosalicylova, fenylbutazon
a warfarin. Miesto 2 sa nachddza vsubdoméne IIIA aje zndme ako indol-
benzodiazepinové miesto. Je takmer rovnako vel'ké ako miesto 1 a ma tvar hydrofobnej
dutiny, pricom pri vstupe do dutiny su naviazana dve zvySky aminokyselin, a to arginin
a tyrozin. Ligandy viaZuce sa v mieste 2 su napriklad diazepam, ibuprofén, flufenamova

kyselina a propofol (Khan et al., 201; Ding a Peng, 2015).

Flavanony sa mozu viazat’ v oboch miestach, teda v subdoméne IIA aj IITA. AvSak vysSiu
afinitu k subdoméne IIA. V oboch subdoménach sa viazu pomocou vodikovych vizieb.
Ale v subdoméne IIA existuje navySe interakcia medzi kruhom C a indolovym jadrom
tryptofanu, na ktorej sa podiel'aju « elektrony (Tu et al., 2015; Ding a Peng, 2015).

Fenolové (aromatické hydroxylové) skupiny hraju délezitu ulohu pri vdzbe flavonoidu na
albumin a pri zmene jeho sekundarnej Struktary. Flavonoid vstupuje do dutiny, kde sa
viaze pomocou vodikovych vizieb. Tieto vdzby vznikaji medzi hydroxylovymi skupinami
a skupinami C=0 a N-H, ktor¢ st sticastou hlavného polypeptidového ret'azca a spdsobuji

zmenu o-helixovej Struktary albuminu (Xie et al., 2005).

Interakcie medzi flavonoidmi a albuminom predur¢uju ich biologickli dostupnost’
a toxikoldgiu. Vzajomné naviazanie albuminu a jednotlivych flavonoidov sa moze

hodnotit’ pomocou fluorescencnej spektroskopie. Podmienkou pre to, aby latka vykazovala
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fluorescenciu je pritomnost’ tzv. fluoroforov. Albumin obsahuje 3 fluorofory, ktoré
prispievaju k fluorescencii. Su to zvySky aminokyselin, ato fenylalanin, tryptofan,
a tyrozin, priCom tryptofan zohrava najdolezitejSiu tlohu a vzhl'adom na jeho vysoku

citlivost’ sa pouziva ako cielovy prvok pri skimani (Ding a Peng ,2015; Liu et al., 2014).

Pri skiimani intenzity fluorescencie sa zistilo, ze pri postupnom zvySovani koncentracie
flavonoidov dochéadza k znizovaniu fluorescencie (Priloha 3). Ked je dosiahnuty pomer
komplexu albumin:flavonoid 1:1, tento komplex viac nevykazuje fluorescenciu. Z toho
mozno usudit, Ze molekuly flavonoidov sa viazu v blizkosti tryptofanu, a tym dochadza
k zhaSaniu fluorescencie. Po naviazani flavonoidov dochddza k zmene tercialnej Struktury

proteinu, a teda aj k zmene molekularnej konformacie (Liu et al., 2014; Cao et al., 2011).

Ako bolo uvedené vyssie, schopnost’ flavonoidov naviazat’ sa na albumin savisi primarne
sich Strukturou. Logicky je tomu tak aj u flavandnov: vol'nd hydroxylova skupina na
uhliku C; naviazand na kruhu A hesperetinu a naringeninu spdsobuje zvySenie afinity
k albuminu, v porovnani s hesperidinom a naringinom, ktoré maju na uhliku C; naviazanu
cukornu zlozku. Vyplyva to z vdzbovych konsStant zistenych u jednotlivych latok, kedy
aglykony maju raddovo vysSie hodnoty ako prislusné glykozidy (Tab. 10). VolIna
hydroxylovéa skupina méze interagovat’ so zvySkami aminokyselin nachadzajiicimi sa na
povrchu albuminu a vytvarat’ s nimi vodikové vizby, ¢im dochadza k zvySeniu afinity.
Naviazanim sacharidu na tito hydroxylovu skupinu sa molekula flavonoidu zna¢ne zvacsi,
¢o ma za nasledok, Ze je tazSie pristupnd pre naviazanie sa do dutiny. Rovnako tak polarny
sacharid mé negativny vplyv na orientaciu molekuly vo vztahu k hydrofébnemu prostrediu

albuminu (Liu et al., 2014).
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Tabul’ka 10: Hodnoty vizbovych konstant (K,) a pocet viizbovych miest (n) pre

jednotlivé flavonoidy.
K, n
Hesperetin 559.10° 1,08
Hesperidin 2,50.10° 0,74
Naringenin 3,04.10° 1,06
Naringin 8,70 . 10° 0,63

Blizsie vysvetlenie K, a n je v Prilohe ¢. 4.

Udaje prevzaté z Tab. 2, z publikacie Liu et al., 2014.

Vzrastajuci pocet hydroxylovych skupin na kruhoch A a B je spojeny s rastiicou afinitou
flavanénov k albuminu. Na druhej strane, glykozylacia znizuje afinitu k albuminu kvoli
vel’kosti a zvySeniu polarity. Metylécia citrusovych flavanonov na uhliku 3" zvySuje afinitu
k albuminu. Naviazanim metylovej skupiny na hydroxyl sa zvysi lipofilita flavanonu, ktora
zohrava délezita tlohu vo vizbe na albumin. Toto zniZenie polarity mé za nasledok to, ze
molekula flavanénu moéze l'ahSie preniknit’ do hydrofobnej dutiny proteinu, ktord je za
normalnych okolnosti ukrytd, pretoZe Struktira albuminu je komplikovane usporiadana.
Afinita flavonu apigeninu k albuminu je asi 10 000—krat vysSia nez afinita naringeninu.
Tento fakt mad za nasledok konjugacia dvojitej vizby so 4-oxo skupinou, ktord zvySuje
afinitu k albuminu. Rozdiel medzi flavonmi a flavanénmi je prave v pritomnosti dvojitej
vizby v polohe 2,3 (Cao et al., 2011; Liu et al., 2014).

Konjugované metabolity flavanénov su tiez viazané na albumin. Skumané boli niektoré
glukuronidované metabolity. Zistilo sa, Ze v porovnani s naringeninom a hesperetinom,
glukuronidacia len slabo destabilizuje komplex flavanon-albumin, pri¢om tento uc¢inok je
onieco silnejsi pri glukuronidacii kruhu B. Vézbové konStanty naringenin-4'-O-B-D-
glukuronidu a hesperetin-3"-O-B-D-glukuronidu su trochu nizsie nez tie, ktoré prisliichaju
naringenin-7-O-B-D-glukuronidu a hesperetin-7-O-p-D-glukuronidu (Tab. 11),(Khan et al.,
2011).
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Tabul’ka 11 : Viizbové konStanty (K) vybranych ligandov Pudského albuminu.

K K
Hesperetin 59.10° Naringenin 10,4 . 10°
Hesperetin-3"-0-p-D- 3,0.10° Naringenin-4"-0-p- 4,6 . 10°
glukuronid D-glukuronid
Hesperetin-7-O-f-D- 9,2.10° Naringenin-7-O-$-D- 8,0.10°
glukuronid glukuronid

Vlastné spracovanie podl'a Khan et al., 2011.

Distribu¢né objemy zistené po podani 135mg hesperetinu a naringeninu, teda flavanénov
vo forme Cistych aglykonov, boli 143,78 litrov pre hesperetin a 47,37 litrov pre naringenin

(Kanaze et al., 2007).

5.5 ExKrécia

Za hlavny eliminacny orgdn sa vo vSeobecnosti povazuji obli¢ky. Aj flavonoidy st
z organizmu vyluované najmd do mocu. Rovnako ako v plazme, tak aj v moci sa
flavandny nachddzaji takmer vyhradne v konjugovanych forméach. Ide hlavne o
glukuronidy alebo sulfoglukuronidy. V star§ich Stdiach bolo nutné pred identifikaciou
a kvantifikdciou hesperetinu a naringeninu ich konjugéaty s kyselinou glukuronidovou
a kyselinou sirovou najprv podrobit’ enzymatickej reakcii, aby doSlo k uvolneniu
prisluSnych aglykonov, ktoré moZno potom stanovit. Na hydrolyzu glukuronidov a
sulfatov sa pouzivaji enzymy glukuronidazy alebo sulfatazy. f-glukuronidaza Stiepi
zaroven fS-glukuronidy aj S-glukozidy (Ameer et al., 1996; Erlund et al., 2001; Manach et
al., 2003).

Ako pri absorpcii, tak aj pri vyluCovani zohrdva vyznamnu ulohu forma, v akej st
flavanény prijimané. Cas, za ktory sa flavanony zaénii vyludovat' a doba, v ktorej dochadza
k maximéalnemu vyluCovaniu sa liSi podla toho, ¢i su zluCeniny podavané vo forme
glykozidov, alebo aglykénov. Plati, ze po podani Ccistych aglykonov dochadza
k vyluovaniu uz vintervale 0-3 hodin od pozitia ak maximdlnemu vylucovaniu
metabolitov dochddza asi po 4,5 hodine od konzumacie zlicenin. Konzumacia flavanénov

vo forme glykozidov, teda aj konzumacia pomarancovej a grapefruitovej Stavy ma za
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nasledok, ze k vylu¢ovaniu dochadza neskor. Vacsinou az po 6 hodinach od konzumécie
ovocnych Stiav a k maximalnemu vylucovaniu dochédza v priebehu 6-11 hodin (Erlund et

al., 2001; Kanaze et al., 2007; Manach et al., 2003).

Pre porovnanie su uvedené nasledujice obrazky, kde mozno vidiet,, Ze rendlne vylucovanie

po podani Cistych aglykonov (Obr. 23) zacina skor, nez po podani Stavy (Obr. 24).
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Obrazok 23: Krivky kumulativneho rendlneho vylucovania hesperetinu (A )
a naringeninu (V) po jednorazovom podani 135 mg Cistych aglykonov.

Obrazok prevzaty z Kanaze et al., 2007.
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Obrazok 24: Krivky kumulativneho rendlneho vylucovania hesperetinu (H)
a naringeninu (N) po podani 0,5 | alebo 1 | pomarancovej st avy (PS).

Obsah aglykonov v podavanej PS: 0,5 litra PS: 363,5 umol H (109,9 mg H); 1 liter PS:
727,7 umol H (219,9 mg H); 0,5 litra PS: 83,0 pmol N (22,6 mg N); 1 liter PS: 166,1 umol
N (45,2mg N).

Obrazok prevzaty z Manach et al., 2003.

Relativne rendlne vylucovanie, vyjadrené ako percentudlny podiel mnozstva vylicenych
metabolitov do mocu vzhl'adom na podant davku, je moZné povaZovat’ za indikator miery
absorpcie len v pripade, Ze zanedbame d’alSie mozné spdsoby vyluCovania. Rendlne
vyluovanie méze byt ovplyvnené viacerymi faktormi. Vysoka koncentracia zlucenin
vplazme ma za nasledok zniZenie reabsorbcie v oblickdch, atym aj rychlejsie
vyluéovanie. Dal§imi faktormi ovplyviiujucimi vyluéovanie st: vdzba na plazmatické
bielkoviny, kedy zluCeniny nenaviazané na bielkoviny st vyluCované rychlejsie, prietok

mocu oblickami a pH mocu (Erlund et al., 2001; Manach et al., 2003).

Velkost” davky nemd vyrazny vplyv na hodnoty relativneho renalneho vylucovania, ktoré
je vyjadrené ako percentualny podiel vyli¢enych metabolitov vzhl'adom na podant déavku.
Ovplyviiuje skor celkové mnozstvo vylucenych latok, kedy po podani 1 litra $tavy boli
tieto hodnoty priblizne dvojnasobne vyssie, neZ po podani 0,5 litra (Tab. 12). K tomuto
zaveru dospeli v stadii, ktorej sa zucastnilo pat zdravych dobrovolnikov, ktorym bol
v dvoch réznych dnoch podavany 1 liter a 0,5 litra pomarancovej Stavy. Hodnota

relativneho rendlneho vylucovania naringeninu bola pri podani 0,5 litra (7,11 £ 1,86%) a 1
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litra (7,87 + 1,69%) skoro zrovnatel'na. Pre hesperetin, bol rozdiel medzi percentualnym

vylucovanim po podani 1 litra (6.41 £ 1.32%) a po podani 0,5 litra (4.13 + 1.18%) trochu
vacsi (Kanaze et al., 2007; Manach et al., 2003).

Tabulka 12: Hodnoty celkového a relativneho rendlneho vylucovania hesperetinu

a naringeninu.

Hesperetin Naringenin
0,51stavy | 1l1stavy | 0,518tavy | 11stavy
Prijata davka (mg) 109,9 + 2199+74 | 22,619 | 452+4,0
3,7
Celkové renalne vylu¢ovanie (mg) 4,54 + 14,10 + 1,60 + 3,56 +
1,06 2,36 0,34 0,63
Relativne renilne vylucovanie 4,13 £ 6,41 £1,32 7,11 £ 7,87 £
(%) 1,18 1,86 1,69

Hodnoty prevzaté z Tab. 1, z publikdcie Manach et al., 2003.

Na vylu¢ovanie moZe mat’ vplyv aj sicasné podavanie potravy bohatej na tuky. Zda sa, Ze
tuky maji vacsi vplyv na viac hydrofobne flavonoidy, nez na polarne. V tejto suvislosti
boli Studované aj flavanony, kedy sa sledoval vplyv podavania jogurtu na ich vylucovanie
a na biologicku dostupnost’ (Mullen et al., 2008a; Roowi et al., 2009; Scheidt et al., 2004).
Mullen a kol. (2008a) podaval subjektom plnotucny jogurt (3,8%) spolu s pomarancovou
Stavou obsahujucou 102,6 mg hesperetin-7-O-rutinosidu. Jogurt nemal vplyv Cmax ani Tmax
hesperetin-7-O-glukuronidu a hesperetin-3’-O-glukuronidu. Teda neovplyvnil absorpciu.
Ovplyvnené bola vSak renalna exkrécia metabolitov v prvom Casovom intervale (0-5 h),
kedy jogurt vyrazne znizil vylu€ovanie tychto metabolitov. No neboli pozorované rozdiely
v exkrécii v intervale 0-24 h. Jogurt nema vplyv na vyprazdiovanie Zalidka ani na prechod
jedla z Gstnej dutiny do creva, ako tomu bolo v inej Studii Mullena a kol. (2008b). Ten
podaval subjektom jahody obsahujuce antokyéany spolu s krémom, ktory obsahoval 48%
tuku. Doslo pri tom k zniZeniu Ty, a znizeniu rendlneho vylu€ovaniu metabolitov, navyse
doslo aj k spomaleniu vyprazdiiovania zaludka. Bolo tomu tak kvoli vysSiemu obsahu tuku

v poddvanom kréme (48%) nezZ v jogurte (3,8%).
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HPLC analyzou sa podarilo identifikovat metabolity vylu¢ené moc¢om. Studie sa
zucastnilo 12 dobrovolnikov, ktorym bola podand pomarancova Stava obsahujuca 584
umol polyfenolickych zlucenin, pricom 537 umol tvorili flavandny. V moci sa nachadzal
hesperetin-3"-O-glukuronid, hesperetin-7-O-glukuronid, hesperetin-3°,7-O-diglukuronid,
hesperetin-5,7-O-diglukuronid, hesperetin-3",5-O-diglukuronid, hesperetin-3"-O-sulfat,
hesperetin-O-glukuronid-O-sulfat, naringenin-4"-O-glukuronid, naringenin-7-O-
glukuronid, naringenin-4’,5-O-diglukuronid, naringenin-5,7-O-diglukuronid, naringenin-
4’ 7-O-diglukuronid. Najvacsiu cCast’ metabolitov tvorili hesperetin-O-glukuronidy,
naringenin-O-glukuronidy a hesperetin-3’-O-sulfat (Bredsdorff et al., 2010; Pereira-Caro et
al., 2014).

Mnozstva hlavnych metabolitov vylicenych v moci st zhrnuté v nasledujucej Tab. 13.

V moc¢i sa nachadzaju tiez produkty katabolického odburavania flavonoidov vo forme
fenolickych zlucenin. V prvych dvoch hodinach od podania dochadza len k minimalnemu
vylucovaniu katabolitov. Po 4 h s detegované nasledujuce zliceniny: 3-(3 '-hydroxy-4’-
metoxyfenyl)hydrakrylovd kyselina, 3-(3’-hydroxy-4 -metoxyfenyl)propionova kyselina,
3-(3’-metoxy-4"-hydroxyfenyl)propiénova kyselina a 3 -hydroxyhippurova kyselina. Tieto
produkty sa nachadzajii v moci len po podani pomarancovej §tavy, ale nie po konzumacii
placebo napoja. Po poziti oboch napojov boli nijdené: 3-(3 -hydroxyfenyl)hydrakrylova
kyselina, 4-hydroxybenzoova kyselina, 3-metoxy-4-hydroxyfenyloctovd kyselina, 4-
hydroxyfenyloctové kyselina, hippurova kyselina a 4’-hydroxyhippurova kyselina (Pereira-

Caro et al., 2014).

Okrem renalneho vyluc¢ovania existuji aj iné spdsoby vylucovania. Flavandny, ktoré sa
z traviaceho traktu dostani do pecene, st premenené na prislusné metabolity. Tieto
metabolity moézu byt spitne vedené ZI€ou do tenkého creva, odkial’ su vylu€ene do stolice
(Crozier et al., 2010; Erlund et al., 2001). Tento sposob vyluCovania je u lI'udi len vel'mi
malo preskiimany, pretoZe prioritne dochadza k eliminacii prostrednictvom obli¢iek. No
pri pouziti potkanov ako testovanych subjektov sa zistilo, Ze flavandny st vylucované
zl¢ou prevazne vo forme glukuronidov. Aglykény nie su vylu€ované tymto spdsobom.
Glukuronidéciou sa zvysi molekulovi hmotnost’ a zaroven aj polarita molekuly. To je
dolezitym predpokladom toho, aby opdtovne nedosSlo k reabsorbovaniu do systémovej

cirkulacie (Hackett et al., 1979).
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Tabul’ka 13: Identifikdacia a kvantifikdcia flavanonov v podanej pomarancovej $tave

(PS) a hlavnych metabolitov hesperetinu, a naringeninu vyliiéenych v modi.

Flavanoény identifikované v PS

Typ MnozZstvo (#mol)
Naringenin-7-O-rutinozid 114
Hesperetin-7-O-rutinozid 329
4’-O-metyl-naringenin-7-O-rutinozid 19

Naringenin-7-O-rutinozid-4"-O-glucozid | 51

Hesperetin-7-O-rutinozid-3"-O-glukozid | 19

Metabolity hesperetinu identifikované v moci

Typ MnozZstvo (#mol)
Hesperetin-O-diglukuronid 99+34
Hesperetin-O-sultat-O-glukuronid 7,7+£2,6
Hesperetin-O-sulfat-O-glukozid 1,6 £0,7
Hesperetin-7-O-glukuronid 4,7+1,6
Hesperetin-3'-O-glukuronid 19,0+ 6,5
Hesperetin-3"-O-sulfat 18.2+7,3

Metabolity naringeninu identifikované v mo¢i

Typ MnoZstvo (zmol)
Naringenin-O-diglukuronid 2,5+0,7
Naringenin-4’-O-diglukuronid 9,7+2,8
Naringenin-7-0O-glukuronid 92+2,1

Hodnoty prevzaté z Pereira-Caro et al., 2014.

V nasledujucich tabulkdch st zhrnuté vysledky Stadii, ktoré sa zaoberali rendlnym

vylucovanim flavanénov — hesperetinu (Tab. 14) a naringeninu (Tab. 15).
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Tabul’ka 14: Hodnoty rendlneho vylucovania hesperetinu.

Podana Prijata Renalna Celkové renalne Relativne renalne
Vek latka davka klirens vyluéovanie vylucovanie Zdroj
Erlund et al.,
2645 PS 417+86 pmol 126 26 mg 2,4+0,5L/h 22,34+ 16,7 umol | 6,74 £ 5,06 mg 53+3,1 2001.
363,5+12,2 Manach et al.,
25+1 PS umol 109,9 + 3,7 mg - 15,0+ 3,5 umol | 4,54 = 1,06 mg 4,13+ 1,18 2003.
727,77 +24,6 14,10 £ 2,36 Manach et al.,
25+1 PS pmol 2199+ 7,4 mg - 46,7 £ 7,80 umol mg 6,41 +1,32 2003.
Cisty 497,42 +£ 138,36 Kanaze et al.,
25+£5| aglykon - 135 mg ml/min - - 3,26 + 0,44 2007.
Tabul’ka 15: Hodnoty rendlneho vylucovania naringeninu.
Vek Podana Prijata Renalna Celkové renalne Relativne renalne Zdroj
latka davka klirens vylucovanie vylucovanie
265 GS 731 £ 155 umol | 199 +£42 mg 84+1,51/h 223,0 £ 180,0 umol | 60,78 + 48,99 30,2+£25,5 Erlund et al.,
mg 2001.
26£5 PS 85+ 7 umol 23+2mg 04+02L/h 1,1 + 0,87 umol 0,29 + 0,24 mg 1,1 £0,8 Erlund et al.,
2001.
25+1 PS 83,0+ 7,7 umol | 22,6 £ 1,9 mg - 5,9 £ 1,3 umol 1,60 + 0,34 mg 7,11 £1,86 Manach et al.,
2003.
25+1 PS 166,1 £ 15,6 45,2+ 4,0 mg - 13,1 +2,3 pmol | 3,56+ 0,63 mg 7,87 £1,69 Manach et al.,
umol 2003.
25+5 (Vjist}'f - 135 mg 258,57 £ 92,51 - - 5,81 +£0,81 Kanaze et al.,
aglykon ml/min 2007.
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6 Interakcie

Velmi Casto sa mdézeme stretnut’ s interakciami medzi lie¢ivami a poddvanou potravou.

Obzvlast dolezité je zaoberat’ sa tymito interakciami v pripade, ak dojde k zmene
2

plazmatickych koncentracii lieCiv. Interakcie medzi flavanénmi a lieCivami mozno rozdelit’

do troch skupin, podl'a spdsobu ovplyvnenia biologickej dostupnosti.
Moze ist’ o interakcie na:

e cytochrome,
e efluxnych transportéroch,
e influxnych transportéroch,

e iné.

V niektorych pripadoch dochiddza interakciam na viacerych trovniach. Dalej buda

rozobrané jednotlivé moznosti a na zdver budi zhrnuté v tabulke.

V poslednej dobe bolo vykonanych viacero §tudii, ktoré sa zaoberali tymito interakciami
a bolo pozorované, Ze pri podavani grapefruitovej/pomarancovej Stavy doslo k zvySeniu
biologickej dostupnosti viacerych lieCiv. Vysledkom toho boli vysSie plazmatické
koncentrécie lieciv v organizme s naslednymi prejavmi neziaducich G€inkov danych lie€iv.
Asi prvym bolo odhalenie interakcie u pacientov trpiacich hypertenziou, ktori uzivali
felodipin. Pévodne bola tato Stidia zamerand na vysvetlenie interakcii medzi felodipinom
a etanolom, pri¢om grapefruitova St'ava bola pouzita len na maskovanie neprijemnej chuti
etanolu. Zistilo sa, Ze pri podavani felodipinu a etanolu (spolu s grapefruitovou $tavou)
doslo u pacientov k vyraznejSiemu zniZeniu krvného tlaku, zvySeniu srdcovej frekvencie
a vysSiemu vyskytu ortostatickej hypotenzie nez u pacientov, ktorym bol podavany len
felodipin. Zdé sa, ze k interakcidm dochadza najmé na presystémovej Urovni, pretoze po
peroralnom podani grapefruitovej Stavy dosSlo k zvySeniu cpax @ AUC, no podanie
grapefruitovej Stavy neovplyvnilo farmakokinetiku intravendézne podaného felodipinu

(Bailey et al., 1989; Bailey et al., 1998b; Lundahl et al., 1997).
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6.1 Interakcie na cytochrome P450
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Obrazok 25: Schématické zobrazenie first-pass efektu v tenkom Creve a v peceni.

Posobenie cytochromu P450 bez grapefruitovej §tavy (GS) v tenkom &reve (a) a v pedeni
(b); a v pritomnosti GS v tenkom &reve (c) a v pe¢eni (d). V pripade (c) a (d) je first-pass
efekt inhibovany GS, lie¢ivo mozZe vo viésej miere prestipit’ do pedene a odtial’ vstupit’ do
systémového obehu a stat’ sa biologicky viac dostupné (GS/GFJ, grapefruitova §tava).

Obrazok prevzaty z Seden et al., 2010.

Flavonoidy obsiahnuté v grapefruitovej stave st polyfenolické latky, ktoré obsahuju
mnozstvo elektronov, ¢o ich preduréuje byt vhodnymi inhibitormi cytochromu. Uginok
grapefruitovej Stavy na metabolizmus lie¢iv zavisi na ich povahe. Obecne ma
grapefruitova St'ava vacsi vplyv na liecivd, ktoré vacSmi podliehaju tzv. , first-pass* efektu.
Hlavny mechanizmus, ktorym grapefruitova st'ava inhibuje cytochrom P450, je jeho rychla
a nevratna inhibicia, ktord trva aj dlhSiu dobu po podani grapefruitovej Stavy. V stadii sa
deviatim zdravym dobrovol'nikom podavala grapefruitova Stava 1, 4, 10 alebo 24 hodin

pred uzitim felodipinu, alebo stcasne snim. S rasticim c¢asovym intervalom medzi
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podanim $tavy a lieCiva, sice klesala miera G¢inku na cytochrém, ale stale bola markantna.
K zvySeniu plazmatickych hladin felodipinu doslo aj ked’ bola grapefruitova stava podana
24 hodin pred felodipinom. Tento predizeny G&inok suvisi s ireverzibilnou inhibiciou
a potrebou syntézy enzymov/transportérov de novo. Pravdepodobne, tiez méze dochadzat’
k degradacii cytochromovych enzymov alebo dochadza k znizeniu ich translacie z mRNA.
Proces transkripcie, teda prepis z molekil DNA na mRNA, ostdva neovplyvneny (Bressler
et al., 2006, Kane et al., 2000; Kiani et al., 2007; Lundahl et al., 1995). Potvrdzuje to aj
Stadia Lowna et al. (1997), kedy po podani grapefruitovej Stavy desiatim zdravym
dobrovolnikom doslo k zniZzeniu koncentracie CYP3A4, ale nepreukazalo sa prislusné

znizenie mnozstva mRNA pre CYP3A4.

Primarne dochadza k inhibicii cytochrému v tenkom ¢reve. Konzumacia grapefruitovej
Stavy v mnozstve 3 pohére na deni po dobu 6 tyzdilov, ma za nésledok down-reguldciu
CYP3A4 v enterocytoch tenkého creva, pricom zniZzujuca sa koncentracia CYP3A4
v enterocytoch koreSponduje so zvysenou cmax felodipinu. Nedochédza vSak k ovplyvneniu
mnozstva ani aktivity cytochromu v hrubom &reve ani v pe¢eni. Uginok grapefruitovej
Stavy na farmakokinetiku intraven6zne podaného erytromycinu poukazuje na to, Ze zlozky
grapefruitovej Stavy sa vstrebaju v dostatocnom mnozZstve na to, aby ovplyvnili aj aktivitu
pecenovych enzymov. Plati, Ze pre inhibiciu cytochromu v peceni je potrebné vicsie
mnozstvo grapefruitovej $tavy, t.j. 6-8 poharov denne po dobu niekol’kych tyzdnov, alebo
je potrebna konzumacia grapefruitovej Stavy o dvojndsobnej koncentracii trikrat denne po

dobu troch dni (Kane et al., 2000; Lown et al., 1997).

Grapefruitova Stava obsahuje mnoho zloZiek s potencidlnym inhibiénym t¢inkom, ako st
flavonoidy (napr. naringin, naringenin) ¢i neflavonoidy. Cielom viacerych §tudii bolo
zistit’ hlavnu zlozku, ktord je zodpovednad za spominané interakcie. Najviac zastipenym
flavanonom v grapefruitovej St'ave je naringin, ktory vSak v in vitro pokusoch nevykazal
ziadnu inhibi¢nt aktivitu na l'udsky cytochromovy systém. AvSak, jeho aglykén —
naringenin sa in vitro javi ako potencialny inhibitor izoforiem CYP3A a CYP1A2. Dal§imi
in vitro preukdzanymi inhibitormi cytochromu su dva furanokumariny, bergamotin a 6°,

7’- dihydroxybergamotin (Kane et al., 2000; Paine et al., 2004; Paine et al., 2005).

Pokusy in vivo vSak ukdazali, Ze inhibicia CYP3A4 prostrednictvom naringeninu nie je tak
silnd ako sa predpokladalo. Naringin nebol schopny inhibovat’ cytochrom natol’ko, aby

doslo k ovplyvneniu farmakokinetiky sicasne podavanych lieciv. Prekvapenim to nie je
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pre izoformu CYP1A2, ktord sa vo vidcSej miere nachddza v peCeni a naringenin, ktory
vznikne po rozStiepeni perordlne podaného narigninu, sa len vo velmi malom mnozstve

dostane do plazmy (Bailey et al., 1993a; Bailey et al., 1993b; Kane et al., 2000).

Slaby inhibi¢ny ucinok naringeninu moze tiez suvisiet’ s jeho Struktarou. Je zname, ze
interakcie medzi substrdtmi a enzymami su stereosSpecifické a vyslednd enzymaticka
odpoved’ ako aj ucinnost’ je Casto viazana na urcity enantiomér. Mnoho flavonoidov,
nachadzajucich sa bezne v prirode, sa vyskytuje vo forme racemickej zmesi, priCom jeden
enantiomér vicSinou prevazuje. Naringenin je opticky aktivny flavonoid, ktory obsahuje
chirdlne centrum na C, a v zdvislosti na podanej davke je schopny inhibovat viacero
izoforiem cytochrému P450, ako CYP19, CYP2C9, CYP2C19 a CYP3A. Pri podani
Cistych (R)- alebo (S)-foriem dochddza k inhibicii uréitych izoforiem cytochromu, ktora
kore$ponduje s podanou latkou. Zatial’ ¢o (S)-naringenin je asi dvakrat Gi¢innejsi inhibitor
CYP19 a CYP2C19, (R)-naringenin vykazuje dvojndsobne vyssi inhibi¢ny potencial voci
CYP2C9 a CYP3A. Hodnoty ICs pre racemickt zmes naringeninu sa nachadzaju v strede
medzi hodnotami pre Cisté enantioméry (Tab. 16). Tieto vysledky dokazuju, ze Cisté

enantioméry su schopné selektivne inhibovat’ jednotlivé izoformy cytochrému.

Tabul’ka 16: Hodnoty ICsy naringeninu pre inhibiciu jednotlivych izoforiem CYP450.

CYP19 CYP2C9 CYP2C19 CYP3A
racemat 2,0umol 2,6 umol 2,6 umol 17,6 umol
(R)-naringenin 2,8 umol 1,6 umol 4,9 umol 9,7 ymol
($)-naringenin 1,4 umol 3,4 yumol 1,2 umol 21,4 ymol

Vlastné spracovanie podla Lu et al., 2011.

Vysledky tejto in vitro Stadie s ¢istymi (R)- alebo (S)- enantiomérmi nemoZzno vSak presne
aplikovat’ na in vivo systémy, pretoZe nie je uplne jasné, ¢i aj v l'udskom organizme moze
dochadzat’ k ich konverzii. Preto je tazké odhadnit’ mozny inhibi¢ny G¢inok grapefruitu
a inych Stiav na jednotlivé typy cytochrému, a s tym stvisiace interakcie s lieCivami. Je
vSak potrebné zmienit, Ze naringin, prekurzor naringeninu, sa v grapefruitoch, horkom
pomaranci a pomele vyskytuje ako (25)- a (2R)- diastereoizomér, pricom prevlada jeho

(2S)- forma (Lu et al., 2011). No v priebehu maceracie, kedy je etanolicky roztok (25)-
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nariginu skladovany pri izbovej teplote po dobu niekol'kych mesiacov, postupne dochédza

k zmene (25)- naringinu na (2R)- formu (Obr. 26, Caccamese et al., 2007).

©/ OH OH
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(25)- naringin

(2R)- naringin

Obrazok 26: Konverzia (2S)- nariginu na (2R)- naringin v dosledku otvorenia kruhu a
neenzymetickej racemizdacie na C».

Obrazok prevzaty z Caccamese et al., 2007.

Zd4d sa, Ze za inhibicny vplyv grapefruitovej su pravdepodobne zodpovedné
furanokumariny. Potvrdzuju to nasledujuce dve Stadie. Prvou je pomerne nova,
randomizovand, dvojito zaslepend, cross-over Stadia zroku 2016, v ktorej sa in vivo
sledoval vplyv grapefruitovej Stavy so zniZzenym obsahom furanokumarinov na
farmakokinetiku midazolamu. Dvanastim zdravym dobrovolnikom bola podavana
normalna grapefruitova St'ava, grapefruitova Stava so zniZenym obsahom furanokumarinov
avoda ako kontrolnd vzorka. V druhej Studii sa osemnastim subjektom podévala
grapefruitova $tava, z ktorej boli furanokumariny z 99% odstranené. Vysledky oboch
Studii preukazali, Ze po poziti normalnej grapefruitovej stavy doslo k inhibicii cytochromu,
a tym aj k zvySeniu biologickej dostupnosti sti¢asne podavanych lieciv, zatial’ ¢o po podani
upravenych Stiav k ovplyvneniu cytochromu nedoslo (Kawaguchi-Suzuki et al., 2017;

Paine et al., 2006).
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6.2 Interakcie na prenasacoch

KIacovym faktorom pre pohyb lieiv v organizme su, okrem inych, dolezité aj prendsace.
Nedavne stadie ukazali, ze riadeny pohyb lieCiv v jednotlivych organoch, ako su
gastrointestinalny trakt, peceni a oblicky, vyzaduje pritomnost’ a stcinnost’ influxnych a
efluxnych transportérov. Umiestnenie tychto prenasacov na Specifickych membranovych
doménach moze ovplyviovat’ biologicktl dostupnost’ peroralne podavanych lieCiv a mieru
ich renalneho alebo hepatidlneho vylucovania. Prikladom moézu byt influxné prenasace
nachadzajice sa na bazolateralnej doméne hepatocytov (Obr. 27), ktoré sprostredkovavaju
hromadenie lie¢iva v bunke, zatial’ ¢o efluxné prenasace su zodpovedné za exkréciu lieciv

do zI¢e (Kim et al., 2003).

BA Na+

@ HEPATOCYTE
BLOOD

Obrazok 27: PrendSace v peceni, na ktorych méZe dochadzat’ k inerakciam.

Obrazok prevzaty z Kim et al., 2003.
6.2.1 Efluxné prenasace

Existujii dva hlavné druhy transportérov. Medzi najznamejSie patri rodina prenasacov
ATP-binding cassette (ABC). Posobia ako efluxné transportéry a su schopné prenaSat’
Siroku Skéalu xenobiotik z intracelularneho prostredia do extracelularneho prostredia proti
koncentratnému spadu za vyuzitia energie ziskanej z ATP. Dolezitou sucastou je P-
glykoprotein (ABCB) rodina. Skladd sa z MDRI1 alebo P-glykoproteinu (multidrug
resistance protein 1), BSEP (bile salt export pump), MRP (multidrug resistant associated
protein) a BCRP (breast cancer resistance protein). MDRI1 bol prvykrat objaveny
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v nddorovych bunkéch a bol zodpovedny za skrizenu rezistenciu na viaceré lieciva. MDR1
bol neskor najdeny aj v normalnych tkanivach, ako napriklad v tenkom creve, peceni,
oblickach, hematoencefalickej bariére. MDR1 je lokalizovany na luminalnej strane
enterocytov, kde umoznuje spitny transport uz absorbovanych lieCiv a v peceni, presnejsie
na membrane zl¢ovych kandlikov, kde ulahcuje prestup lieciva do zI¢e. Vysledkom toho
je, ze MDRI1 prostrednictvom first-pass efektu znizuje biologicka dostupnost’ peroralne

podéavanych lieciv.

Spolo¢ny vyskyt CYP3A4 a MDRI v ¢reve a v peceni poukazuje na jednotné obranné
mechanizmy namierené proti absorpcii lieciv, avSak deje sa to prostrednictvom rdznych
prostriedkov. Vo viacerych pripadoch vykazuji CYP3A4 a MDRI1 prekryvajicu sa
substratovu Specifickost’. Vysledkom ich vzijomného pdsobenia je znizenie biologickej
dostupnosti lieciv. Prikladom moéze byt mald biologickd dostupnost’ niektorych perordlne
podavanych antirejekénych liekov (cyklosporin, takrolimus, serolimus). MDR1 vykazuje
Sirokll substratovu Specifickost’, ktord sa v mnohych pripadoch prekryva s CYP3A4. Na
zaklade tychto poznatkov mozno predpokladat, ze latky inhibujice CYP3A4 su
potencialnymi adeptmi pre blokovanie MDRI1.

Zriedend grapefruitova Stava, etylacetdtovy extrakt alebo jednotlivé zloZzky tejto Stavy
preukazali in vitro, za pouZitia CaCo2 buniek, schopnost’ zniZit' eflux niekol'kych latok
transportovanych pomocou MDR1 (cyklosporin, digoxin, fexofenadin, paklitaxel,
rodaminl23, saquinavir, talinolol, vinblastin). V dosledku toho existuje mozZnost, Ze
grapefruitovd S§tava modze zvySovat biologickli dostupnost’ lieiv transportovanych

pomocou MDRI1 (Bailey et al., 2010).

Na pritomnost’ P-gp ako aj CYP450 maju vplyv viaceré latky. MnoZstvo tychto proteinov
zavisi napriklad na la, 25-dihydroxyvitamine D3, ktory prostrednictvom receptoru
vitaminu D zvySuje ich expresiu (Schmiedlin-Ren et al., 2001). Expresia mdze byt’ riadena
aj inou cestou, ato prostrednictvom pregnan X receptoru (PXR). PXR sa nachadza
v roznych tkanivach T'udského tela a patri medzi jadrové receptory. Reguluje expresiu
génov pre enzymy a prenasace, ktoré sa podielaji na metabolizme a vylucovani lie€iv.
Preto latky, ktoré ovplyviuju aktivitu PXR mozu ovplyviiovat’ absorpciu a metabolizmus
sucasne podavanych lieciv (Qiao et al., 2013). Aktivita PXR zavisi bud’ na ligandoch, ktoré
su schopné receptor aktivovat, alebo na priamej indukcii expresiec PXR. Vo vicSine

pripadov ide o prvy sposob (Satsu et al., 2008; Yang et al., 2011).
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Bol skiimany vplyv etanolického extraktu z nezrelého pomarancu a citronovej Supky na
mnozstvo P-gp. Zistilo sa, Ze extrakt z pomaranca bol schopny up-regulovat P-gp,

v dosledku ¢oho doslo k znizeniu hladin digoxinu, ktory je substratom pre P-gp (Obr. 28).
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Obrazok 28: Up-regulacia PXR proteinu ucinkom roznych Cinitelov.
(VDs, la, 25-dihydroxyvitamin D3; Rif, rifampicin; 10, etanolicky extrakt z nezrelych
pomarancov; CP, etanolicky roztok z citronovej Supky.

Obrazok prevzaty z Okada et al., 2017.

Grapefruit ajeho zlozky boli skiimané, pretoze doSlo k znizenému efluxu digoxinu
a vinblastinu, ktory sa deje za ucasti MDR1. Grapefruitova $tava, zhomogenizované Casti
grapefruitového plodu (albedo, cievne prvky obklopujuce jednotlivé segmenty a jadro,
ktoré obsahovala aj semena boli oddelené, precistené a zhomogenizované v mixéri) nijako
neovplyvnili aktivitu MDR1. Naopak tomu bolo pri pouZiti extraktu z grapefruitovej Supky
(tento extrakt bol pripraveny extrahovanim flaveda, albeda, cievnych prvkov a jadra
pomocou absolitneho etanolu, naslednou filtraciou a odparenim na konec¢ny roztok
obsahujuci priblizne 5% etanolu), ktory vykézal inhibi¢né c¢inky. Naringin je hlavnou
zlozkou grapefruitovej Stavy, a preto bol stanoveny jeho obsah v Stave,
zhomogenizovanych ¢astiach a v extrakte, a to nasledovne. Stava obsahovala 750 pmol/l,
zhomogenizované Casti 2300 umol/l a extrakt 33100 umol/l. Inhibi¢né koncentracia (ICs)

¢istého naringinu, ktord spdsobila pokles aktivity MDRI1 transportéru o 50% bola 3000
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umol/l. V doésledku vysokého obsahu naringinu,by teda niektoré grapefruitové Casti mohli
znizit’ u¢inok MDRI1. No v komer¢ne dostupnych grapefruitovych st'avach sa koncentracia
naringinu pohybuje len okolo 750 umol/l, preto in vivo takéto bezne dostupné stavy
pravdepodobne nezapric¢inia relevantny pokles aktivity P-gp (Dresser et al., 2002).
K podobnému zaveru dospel aj Becquemont et al. (2001). Islo o randomizovant, cross-
over Stadiu s dvandstimi zdravymi dobrovolnikmi, ktorym bola poddvana grapefruitova
Stava asledovany jej vplyv na farmakokinetiku digoxinu. Len mierne zmeny vo
farmakokinetike digoxinu poukazuju na nevyznamnu inhibiciu P-gp ana to, ze
konzumacia grapefruitovej Stavy tymto sposobom nezohrava dblezita ulohu pri liekovych

interakciach (Becquemont et al., 2001).
6.2.2 Influxné prenadsace

Druhou skupinou prenasacov st influxné transportéry. Ide o transportéry patriace do SLC
(solute carrier) nadrodiny, ktoré umoziuju prestup lieciv do vnutra buniek. OATPs
(Organic Anion Transporting Polypeptides) predstavuju dodleziti rodinu transportnych

proteinov nezavislych na sodiku (Bailey et al., 2010).

Vyskytuji sa predovSetkym v orgdnoch ako su peceny, tenké Crevo a centrdlna nervova
sustava. Spociatku sa predpokladalo, Ze substratmi pre OATP transportéry su len organické
zluceniny vo forme anionov. Avsak neskor sa ukazalo, ze OATP transportéry su schopné
prenasat’ aj kationy a neutrdlne zliCeniny. Zaujimavé je, Ze urCité mnozstvo OATP
transportérov a efluxnych transportérov, maju spolo¢né substraty a sucinnost’ medzi nimi

urcuje, €1 lie¢iva budu vstupovat’ do bunky, alebo budi vypudzované z bunky prec.

V §tudiach sa zistilo, Ze inhibicia OATP transportérov moze byt zédkladom pre interakcie
medzi r6znymi lie¢ivami navzajom alebo medzi lie€ivom a potravou (Obr. 29, Kim et al.,

2003).
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Obrazok 29: Absorpcia lieciv v tenkom creve pomocou OATP transportérov.
Bez grapefruitovej $tavy (GS) (a) a v pritomnosti GS (b). GS inhibuje prenasag, lietivo

menej prestupuje cez stenu tenkého creva, ¢oho vysledkom je zniZzend absorpcia a nizsia

biologicka dostupnost’ (GS/GFJ, grapefruitova §tava).
Obrazok prevzaty z Seden et al., 2010.

Bola skiimand inhibi¢néa ucinnost’ naringinu a hesperidinu, ktoré sa prirodzene vyskytuji
v grapefruitovej a pomarancovej Stave, na transportéry nachadzajuce sa v Creve. ISlo
o potkani OATP3 a l'udsky OATP1A2 transportér. Zistilo sa, ze oba flavonoidy st schopné
znizit’ influx do buniek, a teda inhibovat’ spominané transportéry. Okrem toho, bol naringin

schopny inhibovat’ influxny transportér o 50% uz pri koncentracii 5 umol/l, ato je
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koncentracia 600-krat nizsia nez koncentracia, ktora sposobila ekvivalentny pokles aktivity
MDRI1(vid’ kapitola 6. 2. 1) a 200-krat nizsia nez obvykle zistend v grapefruitovej Stave
(Dresser et al., 2002). OATP transportér je zodpovedny za influx fexofenadinu. Preto sa
fexofenadin pouziva v Studiach zaoberajucich sa vplyvom rdznych latok na systémy
(OATP, MDRI1), ktoré moézu ovplyvnit' biologicku dostupnost’ lie¢iv. Hoci existuje
mnozstvo druhov OATP transportérov, zistilo sa, ze prave OATP1A2 zohrava klai¢ova
ulohu pri absorpcii  fexofenadinu v systémoch in vivo. Devdt dobrovolnikov
participujucich na Studii pozilo grapefruitovu Stavu, druha kontrolna skupina konzumovala
vodu. Sledovala sa expresia OATP1A2, ale aj MDR1 a CYP3A. Po biopsii z duodena
neboli odhalené rozdiely v expresii OATP1A2 ani MDR1 medzi dvoma skupinami, no
doslo k zniZeniu mnozstva CYP3A. Sucasne dosSlo k poklesu fexofenadinu v plazme.
Zaujimavy je ale fakt, ze vysledky prislichajuce potkanim Oatplb4 a Oatplb5 su
zrovnatené s hodnotami pre OATP1A2. Sved¢i to o medzidruhovych rozdieloch

v expresii a aktivite tychto transportérov (Glaeser et al., 2007).

Vodny roztok naringinu, ako jednej zo zloziek grapefruitovej Stavy, ma vel'mi podobny
vplyv na biologickii dostupnost’ fexofenadinu v porovnani s grapefruitovou S$tavou. Pri
zrovnate'nom obsahu naringinu v poddvanej grapefruitovej $tave a vo vodnom roztoku
¢istého narigninu doSlo k zniZeniu biologickej dostupnosti, prisluSne na 55 a 75% oproti

kontrolnému meraniu s vodou (Bailey et al., 1998a).

Boli vykonané pokusy, pre potvrdenie, Ze naringin a hesperidin su naozaj schopné
blokovat’ aktivitu OATP. Vin vitro stidii sa obe latky ukazali ako inhibitory tohto
prenasaca, pricom boli porovnavané s verapamilom, ktory je preukdzany inhibitor
OATP1A2 (Obr. 30). Naringin (ICsy 3,6 uM), tak ako aj verapamil (ICsy 2,6 M), uplne
znizili aktivny transport fexofenadinu. Hesperidin (ICsyp 2,7 uM) mé podobné ICsy ako
naringin, ale nespdsobuje uplnt inhibiciu OATP1A2 (Bailey et al., 2007).
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Obrazok 30: Percentudlna inhibicia OATP1A2 pomocou verapamilu, naringinu
a hesperidinu, vo vit’ahu k ich koncentracii vyjadrenej logaritmicky.

Obrazok prevzaty z Bailey et al., 2007.

Vicsina biologickych procesov sa 1iS§i medzi jednotlivcami navzdjom. Pri vysSej vrodenej
aktivite influxnych transportnych enzymov mozno o¢akavat’ vyssiu biologicki dostupnost’
lieciv, a naopak. Vysledkom toho je, Ze aktivita OATP transportérov moZe byt geneticky

ovplyvnena (Lee et al., 2005).

OATP1A2 je influxny prendsac, ktory ma Sirokl substratovu $pecifickost’. Preto je mozné,
ze konzumacia grapefruitovej alebo pomarancovej Stavy spolu s mnozstvom inych lieciv
moZe zapriCinit zmeny v biologickej dostupnosti lieCiv, ktor¢ su pomocou neho
transportované. Absorpcia lieCiv v tenkom Creve zavisi na polarite daného lieCiva a povahe
vylucenych lieciv. Plati pri tom, Ze pre vstrebanie latok s vySSou polaritou a pre lieciva,
ktoré si vyluCované v nezmenenej forme je potrebnd pritomnost’ influxnych transportérov,
nez samotnd pasivna diftzia. V dosledku toho, pravdepodobne doéjde k vyznamnému
poklesu biologickej dostupnosti metotrexatu a sotalolu, ktoré sa vylucuju prevazne
oblickami v nezmenenej forme, pri ich sucasnom podavani s grapefruitovou alebo

pomaran¢ovou Stavou.
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Boli vykonané testovania so substratmi pre OATP1A2 transportér. ISlo o acebutolol,
celiprolol, fexofenadin atalinolol s grapefruitovou Stavou; atenolol, celiprolol,
ciprofloxacin a fexofenadin s pomarancovou Stavou. Dve lieCiva, celiprolol a fexofenadin,
boli testované s obidvomi Stavami, pricom doslo k podobnému poklesu biologickej
dostupnosti. Tato podobnost’ podporuje spolo¢ny mechanizmus ucinku grapefruitove;j
a pomarancovej stavy. NavySe, podla rozsahu interakcie urcitého lieciva s jednou §t'avou

mozno predvidat’ interakcie s druhou §tavou.

Aj uzmienenych beta-blokatorov, atenololu, celiprololu a talinololu,doslo po podévani

spolu s grapefruitovou alebo pomarancovou $t'avou k poklesu biologickej dostupnosti.

Substratom OATP1A2 transportéru je imatinib, ktory je metabolizovany hlavne na
CYP3A4. Pri poddvani imatinibu spolu s grapefruitovou S§tavou pozorujeme skor

zvySovanie jeho biologickej dostupnosti, nez pokles, ¢o moze viest jeho toxicite.

Fluorochinolénové antibiotika maju Siroké spektrum pdsobenia a si pouzivané na liecbu
mnohych infekcii. Baktericidny ucinok zévisi na koncentracii lieCiva. Plati, ze
k optimalnemu ucinku dochadza, ked’ je pomer maximalnej plazmatickej koncentracie
a minimalnej inhibi¢nej koncentracie vacsi nez 10. Pri podavani ciprofloxacinu
s pomarancovou St'avou doslo k vyraznému poklesu biologickej dostupnosti. Toto zniZenie

ucinku moZe mat’ za zlyhanie lieCby infekcii a prinasa tiez vyssie riziko vzniku rezistencie.

Pre u¢inok L-tyroxinu, hormoénu Stitnej zlazy, je vel'mi dolezit4 jeho koncentracia. Aj malé
zmeny v davkovani a v absorpcii z gastrointestinalneho traktu mézu mat’ klinicky dopad na
ucinok. Tyroxin sa, okrem inych, vstrebava aj pomocou OATP1A2 transportéru a pri
jednorazovom podani spolu s grapefruitovou S$tavou dosSlo k patricnému poklesu
biologickej dostupnosti. Pravidelny prijem grapefruitovej alebo pomarancovej $tavy preto
moze spdsobit’ zmeny v ustalenej koncentracii podavaného lieCiva, a tak mdze dojst az

k poddavkovaniu (Bailey et al., 2010).

Aliskiren je priamy inhibitor reninu, ktory sa uplatiioval v liecbe hypertenzie. Jednorazové
podanie grapefruitovej Stavy AUC a rovnako tak maximalnu koncentraciu aliskirenu.
ZniZenie biologickej dostupnosti je zapri¢inené inhibiciou OATP1A2 transportéru, ktorého

substratom je aliskiren (Rebello et al., 2012).

Na apikalnej strane membrany enterocytov sa nachddza aj d’alsi prenasac, OATP2BI

transportér, ktory sa podiela na vstrebavani niektorych lieCiv. Grapefruitova
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a pomarancova $t'ava bola schopnd inhibovat’ tento transportér in vitro za pouzitia Xenopus
oocytov, ktoré exprimuju prave prendsaé OATP2BI1. Naringenin, naringin, hesperetin
a hesperidin, ako hlavné zlozky Stiav, boli schopné inhibicie OATP2B1 a boli pre ne
stanovené aj prislusné 1Cso, ktoré su zhrnuté v nasledujucej Tab. 17 (Shirasaka et al.,

2013).

Tabul’ka 17: ICsg pre jednotlivé flavanony a ich aglykony.

ICsp (nM)

Naringin 4,63 +1,19
Naringenin 492+ 7,6
Hesperidin 1,92 +£0,28
Hesperetin 67,6 £29,5

Udaje v tabul’ke prevzaté z Shirasaka et al., 2013.

Jednym zo substratov OATP2B1 je aj glibenklamid, ktory sa pouziva pri liecbe diabetu
mellitu. V in vitro §tadii bolo toto lie¢ivo poddvané spolu s nariedenou grapefruitovou
a pomarancovou Stavou v koncentracii 5%, ¢o viedlo k zniZeniu intracelularnej
akumuldacie glibenklamidu. Interakcia medzi glibenklamidom a grapefruitovou $tavou bola
skimana aj v iste] klinickej $tadii, priCom nebol zisteny vplyv §tavy na biologicku
dostupnost’ glibenklamidu. Tieto rozdiely zistené v in vitro aklinickej $tidii mozu byt

zapricinené tym, ze glibenklamid spravidla podlieha rozsiahlej metabolizacii.

Dal§im prenasaéom je OATPIBI transportér, ktory sa nachadza v hepatocytoch a je
zodpovedny za intraceluldrne hromadenie statinov. Pitavastatin, pravastatin, rosuvastatin
su vyluCované v podstate bez zmeny. Klinické Studia zaoberajice sa farmakokinetikou
tychto lieciv ukdzali, Ze u pitavastatinu doSlo k miernemu zvyseniu biologickej dostupnosti
pri podéavani s grapefruitovou §tavou, ale u pravastatinu tomu tak nebolo. Tieto vysledky
potvrdzuja, ze grapefruitova alebo pomarancova $tava moze mat isty klinicky uc¢inok na
OATPI1BI1 transportér. Dévodom absencie u¢inku u pravastatinu nie je uplne jasny. Mdze
sa jednat’ o nizku afinitu komponent nachadzajticich sa v §tavach k tomuto transportéru,
dovodom moéze byt nedostatond koncentracia grapefruitovej Stavy v cirkulacii (Bailey et

al. 2010).
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6.3 Iny mechanizmus

Biologicka dostupnost’ lieciv, ktoré su metabolizované pomocou sulfotransferaz alebo
esteraz, mdze byt ovplyvnena konzumaciou ovocnych §tiav. Zial, nie je vykonané
dostato¢né mnozstvo kvalitnych §tadii, ktoré by detailnejSie a presnejSie popisali tieto

interakcie.

7Zda sa, ze SULTIA1 a SULT1A3 by v tenkom c¢reve a peceni mohla zohravat’ tlohu
v inaktivacii f,-agonistov, ktoré sa pouzivaju ako bronchodilatancia. In vitro bola
grapefruitovd S$tava schopnd inhibovat oba enzymy. Naringin c¢iastocne inhiboval
SULT1A3, inhibicia SULT1A1 zrejme prislicha pdsobeniu kvercetinu. Iné in vitro Stidia
sa odhalila, ze esterazy sa spolu s CYP3A4 znizuji ucinok prolieciv, lieCiv vo forme

esterov. Ide napr. o enalapril a lovastatin (Seden et al., 2010).

6.4 Prehl’ad interakcii

MozZné interakcie jednotlivych skupin lie¢iv podla mechanizmu Uc¢inku a vysledného

ovplyvnenia biologickej dostupnosti st uvedené v Tab. 18.

76



Tabul’ka 18: Zhrnutie interakcii grepovej a pomarancovej 5avy obsahujucej flavanony.

Liecivo/skupina lie¢iv Mechanizmus Vplyv na BAV
Antiepileptika
Karbamazepin inh. intestindlneho CYP3A4 zvysenie
Antihistaminika
Fexofenadin inh. intestindlneho OATP1A2 znizenie
Antimalarika
Arteméter inh. intestinalneho CYP3A4 zvysenie
Primachin inh. intestinalneho CYP3A4 zvysenie
Antipsychotika
Pimozid* inh. intestinalneho CYP3A4 potencialne zvysenie
Anxiolytika/hypnotika
Midazolam inh. intestinalneho CYP3A4 zvysenie
Triazolam inh. intestinalneho CYP3A4 zvysenie
Buspiron inh. intestindlneho CYP3A4 zvysenie
Antiarytmika
Amiodarén inh. intestinalneho CYP3A4 zvysenie
Propafenon™ inh. intestindlneho CYP3A4 potencialne zvySenie
Dronedaron*® inh. intestindlneho CYP3A4 potencidlne zvySenie
Betablokatory
Acebutolol inh. intestinalneho OATP1A2 znizenie
Atenolol inh. intestindlneho OATP1A2 ZniZenie
Celiprolol inh. intestindlneho OATP1A2 ZniZenie
Blokatory vapnikovych
kanalov
Verapamil inh. intestinalneho CYP3A4 + zvySenie
inh. P-gp
Amlodipin inh. intestindlneho CYP3A4 zvysenie/nevyznamné
zmeny vo FK (iné
vysledky v rd6znych
Stadiach)
Felodipin inh. intestindlneho CYP3A4 zvysenie
Nikardipin inh. intestindlneho CYP3A4 zvySenie
Nimodipin inh. intestindlneho CYP3A4 zvySenie
Nifedipin inh. intestindlneho CYP3A4 zvysenie
Isradipin, lacidipin, inh. intestindlneho CYP3A4 potencidlne zvysenie
lercanidipin®
Nisoldipin inh. intestindlneho CYP3A4 zvysenie
Inhibitory HMG-CoA
reduktazy - statiny
Atorvastatin inh. intestinalneho CYP3A4 zvysenie
Lovastatin inh. intestinalneho CYP3A4 zvysenie
Simvastatin inh. intestinalneho CYP3A4 zvysenie
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Iné liefiva ovplyviiujuce

KVS
Aliskirén inh. intestindlneho OATP2B1 ZniZenie
Ivabradin* inh. intestinalneho CYP3A4 potencialne zvysSenie
Ranolazin* inh. intestinalneho CYP3A4 potencidlne zvysenie
Kortikosteroidy
Budesonid* inh. intestinalneho CYP3A4 potencialne zvysSenie
Cytostatika
Nilotinib inh. intestinalneho CYP3A4 + zvysenie
inh. P-gp
Latky ovplyviiujice GIT
Cisaprid inh. intestindlneho CYP3A4 zvySenie
Imunosupresiva
Cyklosporin inh. intestindlneho CYP3A4 + zvysenie
potencidlna inh. P-gp
Taktrolimus inh. intestinalneho CYP3A4 zvysenie
Sirolimus* inh. intestinalneho CYP3A4 + potencialne zvysenie
potencidlna inh. P-gp
Opioidy
Oxykodoén inh. intestindlneho CYP3A4 zvysenie
Inhibitory PDE-5
Sildenafil inh. intestindlneho CYP3A4 zvysenie
Tadalafil* inh. intestindlneho CYP3A4 potencidlne zvySenie
Vardenafil* inh. intestindlneho CYP3A4 potencidlne zvySenie
Lie¢iva na mocovu
inkontinenciu
Darifenacin inh. intestinalneho CYP3A4 potencialne zvySenie
Antibiotika
Ciprofloxacin inh. intestindlneho OATP1A2 zniZenie
Levofloxacin* inh. intestindlneho OATP1A2 potencidlne zniZenie

Hormény Stitnej ZPazy

L-tyroxin

inh. intestindlneho OATP1A2

znizenie

*neboli vykonané konkrétne klinické Stidie, ale interakcia sa predpoklada vzhl'adom na

farmakokinetiku liec¢iv.

Vlastné spracovanie podla Bailey et al., 2010; Maeda et al., 2007; Neuhofel et al., 2002;

Seden et al., 2010.
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7 Diskusia

V naSej praci sme sa snazili zhrnit' dostupné informacie o flavandonoch. Zaujimal nas
hlavne ich osud v l'udskom organizme, ktory ma okrem iného vyznam pre zhodnotenie
relevantnosti ich pripadného lieCebného vyuzitia a v neposlednom rade aj pre mozné

liekové interakcie..

V jednotlivych kapitolach su spracované informécie od absorpcie, cez metabolizmus a
distribuciu az po vyluCovanie flavanénov, pricom ist¢é mnozstvo faktorov, ktoré
ovplyviiuji vyslednu biologicku dostupnost’ sa prelina medzi jednotlivymi kapitolami. Ide
napriklad o vplyv cukornej zlozky, molekulovej hmotnosti, polarity molekuly, type
podavanej Stavy atd’. Kvoli vyssie uvedenym faktom vyplyva, Ze pri hodnoteni biologicke;j
dostupnosti flavanénov musime pozerat na procesy odohravajice sa v l'udskom tele
komplexne a brat’ do ivahy nie len jeden proces, ale aj iné deje, ku ktorym nasledne méze
dochadzat. Napriklad, ak hodnotime vstrebavanie latky cez biologicki membranu
v enterocytoch, vysledkom ktorého by bol vysoky prestup latky do systémovej cirkulacie
avysoka biologickd dostupnost, musime zvazit aj pripadny metabolizmus latky
v enterocytoch alebo vychytavanie spit do lumen tenkého creva, v dosledku coho

biologicka dostupnost’ vyrazne klesa.

Vo vSeobecnosti je mozné u flavanonov pozorovat len vel'mi nizku biologicku dostupnost’,
ateda nemdzeme ocakavat nejaké zavratné biologické ucinky. Po podani beznych
ovocnych $tiav nedochddza k vysokym hodnotdm plazmatickych koncentracii ani AUC
hesperetinu a naringeninu. Cast’ z podaného mnozstva flavanonov sa sice vstrebava, ale
vacsina rychlo podlieha I. aIl. faze metabolizmu sprostredkovanej cytochrémom P450,
respektive konjugacnymi enzymami, v tenkom creve av peceni (Obr. 31). Vysledne
konjugaty s kyselinou glukurénovou a/alebo sirovou st vicsinou vylicené do mocu. No
cast’ sa moOZe reabsorbovat’, a tak byt znovu biologicky dostupnd. Vplyv na biologicku
dostupnost’ maju aj ¢revné baktérie, ktoré sprostredkavaji odStiepenie rutinozidu, pricom
vznikd aglykon, ktorého d’alsi osud moze pozitivne alebo negativne ovplyvnit’ biologicki
dostupnost’. Na jednej strane dochadza k vstrebaniu aglykonu do systémovej cirkulacie, na
druhej strane moéze byt vyliaceny z organizmu vo forme stolice, alebo je Stepeny na
rozli¢né latky s fenylpropionovou struktirou. Otazne je, ¢i by tieto latky mohli mat’ nejaky

biologicky ucinok. Recentné prace prave naznacuju, ze niektoré z tychto mikrobialnych
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metabolitov m6zu mat’ vyznamné biologické uc¢inky (Najmanova et al., 2016; Khan et al.,

2015; Semaming et al., 2015).

——3 | fiza metabolizmu

----- =[], faza metabolizmu

Obrazok 31: Miesta v molekule flavanonov, na ktorych dochddza k 1. a 11. faze
metabolizmu.
Poloha 3, 4’, v menSej miere aj poloha 3 su hlavné miesta, na ktorych dochadza k 1. faze
metabolizmu. Poloha 5 a 7, v menSej miere aj poloha 3" st hlavné miesta, na ktorych
dochadza k II. fdze metabolizmu, ku konjugacii.

Vlastné spracovanie.

Ak su flavanony uzivane spolu s lie¢ivami, je nutné odpovedat’ na otdzku, ¢i by nemohlo
dochadzat’ k liekovym interakciam. Teoreticky do uvahy pripadaji interakcie na
cytochrome P450 ana prenasacoch. Bolo pozorovanych viacero vystupiovanych
neziaducich uc¢inkov pri podavani ovocnych Stiav spolu s niektorymi lie€ivami. Naringin
ako latka obsiahnuta v grapefruitovej stave nevykazuje inhibi¢ny ucinok na CYP450, ale
jeho aglykén (naringenin) 4ano. AvSak po kritickom zhodnoteni vysledkov, mozeme
konStatovat’ ze k interakcidm nedochddza aZz v takom rozsahu ako by sme predpokladali,
pretoZze ako sme uZ spominali aglykény sa v plazme skoro vobec nevyskytuji. NavySe za
metabolizmus lieciv je zodpovednd najmi izoforma CYP3A. Tu prednostne inhibuje (R)-
naringenin, ktory sa vSak v prirodnych zdrojoch vyskytuje v mensej miere. Otazkou ale

ostdva, ¢i v l'udskom organizme nedochddza ku konverzii (R)- forma na (S)- formu.
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CYP450 vykazuje prekryvajucu sa substratovu Specifickost’ s P-gp, preto moéze dochadzat’
k interakcidm na tomto efluxnom transportére, avSak v komercne dostupnych $tavach sa
nachadza naringin len v dost’ nizkej koncentracii na to, aby in vivo bol schopny inhibovat’
P-gp. Na druhej strane je tito koncentracia postacujica pre inhibiciu influxnych
prenasacov (OATP). Vysledky viacerych klinickych $tadii poukazuji na to, Ze sucasné
podavanie GS alebo PS méze ovplyvnit' biologick(i dostupnost’ lie¢iv, hoci z vyssie
uvedeného vyplyva, Ze by k tomu nemalo vel'mi dochadzat’. Vysvetlit’ si to mdézeme tym,
ze musime zohladnit’ skutoCnost, Ze nedochadza len k inhibicii cytochromu, alebo len
k inhibicii transportérov, ale tieto deje prebichaju stcCasne, a tym sa zvySuje vplyv na

podévanie lieciv.

Napriek snahe ¢o najviac zjednotit’ podmienky klinickych stadii, sa vysledky ¢asto nedaju
uplne zovseobecnit,, pretoze prebiehali za inych podmienok, boli pouzité iné analytické
postupy, kazdy testovany subjekt je individudlny. Mnohé faktory, ktoré by nas zaujimali,
boli testované len in vitro alebo len u zvierat. Takze do budtcnosti sa nuka eSte detailnejSie

preskiimanie urcitych suvislosti u I'udi.

Flavanony je mald, no zaujimava skupina latok, ktorych osud v 'udskom organizme je

rozmanity a d’alSie skimania by mohli priniest’ eSte d’alSie vyznamné zistenia.
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8 Zaver

Flavanény st polyfenolické latky pozostavajuce z aglykonu a cukornej zlozky, vacSinou
ide o disacharid. Vyznacuju sa optickou aktivitou a nachadzaju sa hlavne v citrusovych

plodoch.

Po perordlnom podani sa absorbuji prevazne v tenkom creve, priCom aglykony sa
vstrebavaji pomocou pasivnej difuizie a u glykozidov zohrava délezitt ulohu LPH a CBG
v sucinnosti s SGLT1. V tenkom creve, ale aj vpeceni, podlichaju extenzivnemu
metabolizmu prostrednictvom CYP450, pricom vznikaju prevazne glukuronidy a sulfaty.
V hrubom c¢reve st za Ucasti ¢revnych baktérii deglykozylované a degradované na latky
o nizSej molekulovej hmotnosti, prevazne s fenylpropiénovym skeletom. Tie su bud’
vylucované z organizmu, alebo dochadza k opdtovnému vstrebavaniu. Hlavnym
eliminaénym organom st oblic¢ky, ale m6ze dochadzat’ aj k vylu€ovaniu do stolice. Vsetky
procesy v l'udskom organizme st uzko spojené so Struktirou danych latok a moézu byt
ovplyvnené viacerymi endogénnymi aj exogénnymi faktormi. Biologickd dostupnost’ po
peroralnom podani je vzhl'adom na vysSie uvedené skuto¢nosti nizka. No napriek tomu,
bolo pozorovanych viacero interakcii s lie€ivami, ku ktorym dochadza pri ich sta¢asnom
podavani. Zda sa, ze k tymto interakciam dochddza na presystémovej urovni, hlavne na

CYP450 a na prendsacoch.
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10 Prilohy

Priloha 1

Prehlad a Struktura jednotlivych aglykénov vyskytujucich sa u flavanonov.

R3
Ry o
Rz
C
OH o
NAZOV AGLYKONU | R, R, R;
eriodiktyol OH OH OH
hesperetin OH OH OCHj;
homoeriodiktyol OH OCH3 OH
izosakuranetin OH H OCHj;
naringenin OH H OH
pinocembrin OH H H
pinostrobin OCHj; H H
sakuranetin OCHj; H OH

Vlastné spracovanie.
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Prehlad flavanoénov, ich zloZenie a prislusny vzorec.

Flavonoidny Aglykon Cukorna Vzorec
glykozid zlozka
didymin izosakuranetin rutinozid -

eriocitrin eriodiktyol rutinozid on

Ko O
‘ oH
HO
HO,
HO CHy

hesperidin hesperetin rutinozid

HO, o o O
O oH
HO
OH o
HO.
HO CH,

naringin naringenin neohesperidozid
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narirutin naringenin rutinozid on
OH
HO, [a] Q. O
HO O
OH o
o
HOQ
(o]
HO CHs
OH
neoeriocitrin eriodiktyol neohesperidozid o
HO. OH
OH
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HO. 0 0. O
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HO'
OH (o]
HO
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HO. /LYO\ . o .
bl
HO™ =
OH o
OH
prunin naringenin glukozid on
OH
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HO
OH O
HO

Vlastné spracovanie.
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Priloha 2
Obrazok popisuje zavislost” efektivnej mobility na pH.

M. je efektivna mobilita, vyjadrenda v em’s'.V™', je definovana ako rozdiel medzi

zdanlivou pohyblivost'ou (M) a elektroosmotickou pohyblivost'ou Mgor.
M. = Mapp — Meor = (Le. La)/V . (1/tapp — 1/teoF)

Kde L. je dizka kapilary k detektoru (cm), Lq je celkové dizka kapilary (cm), V je vlozené
napitie (V) a tapp a tgor st migracné Casy analyzovanej vzorky a neutrdlneho markeru EOF

(Serra et al., 2008).
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Priloha 3

Zhésanie fluorescencie mozno popisat’ Stern-Volmerovou rovnicou:

Fy/F =1+ Kq10 [Q] = 1 + Ksv [Q];

pricom F, aF predstavuji intenzitu fluorescencie albuminu v nepritomnosti
a v pritomnosti zhaSadla (v naSom pripade flavonoidu), K, je bimolekuldrna zhaSacia
konstanta, 1y je doba trvania fluorescencie dané¢ho fluoroforu v nepritomnosti zhésadla, [Q]

je koncentracia zhaSadla a K, je Stern-Volmerova konsStanta zhasania.
Vizbové konStanty potom mozno vypocitat’ pol'a nasledujicej rovnice:

log((Fy-F) / F) = logK,+ nlog[Q]

pricom K, je vdzbova konstanta a n je pocet vizbovych miest (Cao et al., 2011).
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Priloha 4

K,, zdanliva asocia¢na konstanta, slizi pre opisanie stereospecifickych interakcii medzi
flavonoidom a hovddzim sérovym (BSA) albuminom mozno pouzit. Pre vizbu BSA
s flavonoidom plati:

nD+P < D,P;

pricom P je BSA, D je flavonoid, D,P je komplex albumin-flavonoid an je pocet

vazbovych miest pre flavonoid.
Pre K, plati:
K, =[D,P]/([D]"[P])

logK, = log([D,P] / [P]) - nlog[D].

Ked’ze D,P komplex je:

[P]/([P] + [DnP]) =1/ Io;

tak rovnica zhaSania je nasledovna:
logK, =log(Al /1) - nlog[D];

pri¢om [D] je koncentracia flavonoidu, Iy je intenzita fluorescencie bez flavonoidu, I je
intenzita fluorescencie v pritomnosti flavonoidu, a Al = I, — I. K, an potom mézu byt

vyjadrené z tohto posledného vzt'ahu.

Pocet viazbovych miest na molekule albuminu, pomocou ktorych sa flavonoid méze viazat’

na enzym je n (Liu et al., 2014).
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