UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA FARMAKOGNOZIE A FARMACEUTICKE BOTANIKY

DIPLOMOVA PRACE

HLEDANi NOVYCH PRIRODNICH INHIBITORU a-GLUKOSIDAS

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Jana Karli¢kova, Ph.D.

Vedouci katedry: prof. Ing. Lucie Cahlikovd, Ph.D.

Hradec Kralové, kvéten 2023 Michaela Kasparkova



CHARLES UNIVERSITY

FACULTY OF PHARMACY IN HRADEC KRALOVE

DEPARTMENT OF PHARMACOGNOSY AND PHARMACEUTICAL BOTANY

DIPLOMA THESIS

SEARCH FOR NEW NATURAL a-GLUCOSIDASE INHIBITORS

Supervisor: PharmDr. Jana Karli¢kova, Ph.D.

Head of Department: prof. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Hradec Kralové, May, 2023 Michaela KasSparkova



PROHLASENI

Prohlasuiji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem. Veskera literatura
a dalsi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury

a v praci radné citovany. Prace nebyla vyuZita k ziskani jiného nebo stejného titulu.



PODEKOVANI

Timto bych rdda podékovala pani PharmDr. Jané Karlickové, Ph.D za jeji cenné rady,
mily pfistup a vstficnou pomoc pfi vypracovavani této diplomové prace. Také bych rada
podékovala panu Mgr. Marcelu HrubSovi za sestaveni postupu pro pribéh experimentu
a panu prof. PharmDr. Pfemyslu Mladénkovi, Ph.D za jeho pomoc a odborné rady
pfi zpracovavani vysledkd. Nemaly dik patfi také mé rodiné, kterda mé po celou dobu studia

podporovala.



ABSTRAKT
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Studentka: Michaela Kasparkova
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Nazev diplomové prace: Hledani novych pfirodnich inhibitort a-glukosidas

a-glukosidasa je jednim z hlavnich enzym{, které Stépi sacharidy v travicim traktu.
Jeji fyziologickou funkci je zejména Stépeni a-(1,4) vazeb oligosacharidd a umoznéni
vstiebavani D-glukosy do krevniho fecisté. V dusledku toho dochazi ke zvySovani
postprandialnich hodnot glykemie v krvi, coZ neni Zadouci u pacientl s diabetickym
onemocnénim ¢i u osob s vysokym rizikem pro jeho vznik.

Flavonoidy jsou pfirodni polyfenolické latky vyskytujici se v mnoha pfirozenych
slozkach nasi potravy. Tyto latky jsou zndmé svymi pozitivnimi Ucinky na lidské zdravi,
mezi néz patfi také schopnost inhibovat enzym a-glukosidasu. Cilem této prace bylo proto
stanoveni inhibi¢ni aktivity flavonoidd vici enzymu a-glukosidase a ndsledné posouzeni
vztahu struktura-ucinek.

Za pouziti dvaceti dvou vybranych flavonoidd z péti riznych strukturalnich skupin
byla s vyuzitim spektrofotometrického méreni stanovena in vitro inhibice a-glukosidasy
pochazejici z kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Vysledky byly porovnany podle kfivek
znazornujicich 95% konfidencni intervaly vztahu mezi inhibici enzymu a koncentraci
testované latky.

Vysledky méreni ukdzaly, Ze Sest latek (kempferol, morin, kvercetin, luteolin
7,8-dihydroxyflavon a hesperetin) inhibovalo kvasinkovou a-glukosidasu ucinnéji nez
registrované |é¢ivo akarbosa, které bylo v této praci zvoleno jako standardni latka.

Tyto flavonoidy mély nékolik spolec¢nych strukturnich podobnosti zahrnujicich
hydroxyskupiny na uhlicich ¢islo 3, 5, 7 a 4’, ketoskupinu na uhliku ¢islo 4 a dvojnou vazbu
mezi 2. a 3. uhlikem.

Zavérem lze shrnout, Ze nékteré prirodni flavonoidy by mohly byt zajimavou

alternativou akarbosy, ale je tfeba jejich Ucinky jesté potvrdit na savéi a-glukosidase.
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Title of diploma thesis: Search for new natural a-glucosidase inhibitors

a-glucosidase is one of the main enzymes that break down carbohydrates
in the digestive tract. Its physiological function is mainly the cleavage of a-(1,4) bonds
of oligosaccharides and enabling the absorption of D-glucose into the bloodstream.

As a result, there is an increase in postprandial blood glucose values, which is not desirable
in patients with diabetes or in people with a high risk of developing it.

Flavonoids are natural polyphenolic substances found in many natural components
of our food. These substances are known for their positive effects on human health, which
also include the ability to inhibit the a-glucosidase enzyme. Therefore, the aim of this work
was to determine the inhibitory activity of flavonoids against the a-glucosidase enzyme
and the subsequent assessment of the structure-activity relationship.

Using twenty-two selected flavonoids belonging to five different structural groups,
the inhibitory activity on the yeast a-glucosidase from Saccharomyces cerevisiae was
determined by spectrophotometric measurements in vitro. The results were compared
according to the curves showing the 95% confidence intervals of the relationship between
enzyme inhibition and the concentration of the test substance.

The measurement results showed that six substances (kaempferol, morin, quercetin,
7,8-dihydroxyflavone, luteolin and hesperetin) inhibited yeast a-glucosidase more effectively
than the registred drug acarbose, which was chosen as the standard substance in this work.
These flavonoids shared several structural similarities, including hydroxy groups on carbons
3,5,7,and 4', a keto group on carbon 4, and a double bond between carbons 2 and 3.

In conclusion, some natural flavonoids could be an interesting alternative

to acarbose, but their effects on mammalian a-glucosidase still need to be confirmed.
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1. UVOD

a-glukosidasy jakozto enzymy Stépici sloZzené sacharidy na glukosové jednotky hraji
vyznamnou roli v systému zvySovani glykemie v lidském téle. Diky jejich inhibici mizeme
zamezit rychlému vzestupu postprandialni glykemie, coz je vyhodné u pacient( trpicich
diabetickym onemocnénim. (12 Diabetes mellitus je celosvétové jednim z nejvyznamnéjsich
problému verejného zdravi. Podle udaji Mezinarodni diabetologické federace z roku 2021
trpi diabetem pfiblizné 537 milion dospélych a v roce 2045 pravdépodobné tento pocet

dosahne 783 miliond. 3

Léciva ze skupiny inhibitord a-glukosidas existuji prozatim pouze tfi: miglitol,
voglibosa a akarbosa. V Ceské republice je prozatim obchodovand pouze akarbosa.
Kvali jejimu Ucinku nezdvislému na inzulinu je teoreticky vyuZitelnd u obou typU diabetu,
ovSem registrovana je pouze pro lécbu diabetu typu 2. Toto léCivo neni vSak pro své velmi

¢asté gastrointestinalni potize a pro nizkou Uhradu pojistovnou pfili§ oblibeno. (2

V poslednich letech roste pocet védeckych praci zabyvajicich se vyzkumem novych
ptirodnich inhibitorl a-glukosidas. ¥ Vzhledem k tomu, Ze metformin, vyuZivany u diabetu
druhého typu jako |écivo prvni volby, byl odvozen od ptirodni latky galeginu, je hledani
novych |é¢iv proti diabetu v rostlinném svété naprosto opodstatnéné. ©) Kvali svému vy$simu
terapeutickému potencidlu a pfirozenému vyskytu v nasi stravé jsou ¢astym predmétem
zajmu v hleddani novych lé€ivych Iatek flavonoidy. Ty se b&zné vyskytuji v nasi stravé
a vykazuji velmi nizkou toxicitu, coZ umozZnuje jejich bezpeéné pravidelné uzivani. ©
Pravé flavonoidy v nékolika studiich hodnoticich vliv pfirodnich latek na uéinnost a-

glukosidas ukazovaly nejpfiznivéjsi vysledky. (78



2. CiL PRACE

Cilem této prdace bylo objasnit inhibi¢ni potencidl 22 vybranych flavonoidu
vici enzymu a-glukosidase a posoudit na zédkladé ziskanych hodnot, zda jsou tyto vysledky

terapeuticky relevantni.
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3. SEZNAM ZKRATEK

ACH — Alzheimerova choroba

ASD — porucha autistického spektra

BD — biologicka dostupnost, biodostupnost

C — uhlikovy atom

CDS — Ceska diabetologicka spole¢nost

DM - diabetes mellitus

DM1 — diabetes mellitus 1. typu (insulin-dependentni)
DM2 — diabetes mellitus 2. typu (non-insulin-dependentni)
EC — Cislo enzymové komise; Enzyme Commision number
GAA — kysela a-glukosidasa

MGAM — maltasa-glukoamylasa

p.a. — pro analyzu

PAD — peroralni antidiabetika

PCH — Parkinsonova choroba

PLGA — kyselina polymléc¢na-glykolova

PEG — polyethylenglykol

S| — sacharasa-isomaltasa

11



4. TEORETICKA CAST

4.1 DIABETES MELLITUS 2. TYPU
Diabetes mellitus 2. typu (DM2) je nejéasté&jsi formou diabetu. V Ceské republice jim

v soucasnosti trpi vice nez 220 000 pacientl a pocet kazdym rokem roste. Spolu s diabetem
1. typu (DM1), gestacnim diabetem a ostatnimi specifickymi druhy diabetu (napf. MODY —
maturity-onset diabetes of the young ¢i LADA — latent autoimmune diabetes of adults) tvori
skupinu heterogennich metabolickych onemocnéni, ktera se vyskytuji napfri¢ vSemi vékovymi
skupinami. Je pro né charakteristickd zvySena hladina glykémie v krvi doprovazena
inzulinovou rezistenci ¢i poruchou inzulinové tvorby nebo sekrece, popfipadé kombinaci

zminénych, (1,21011,12)

4.1.1 Etiopatogeneze a patofyziologie onemocnéni
Diabetes mellitus 2. typu vznika za pfitomnosti faktor( jak genetickych, tak vnéjsiho

prostiedi. Pro DM2 je typicka kombinace inzulinové rezistence a snizeni tvorby inzulinu.

Na podkladé Spatného Zivotniho stylu a genetickych predispozic dochazi nejprve k poskozeni
inzulinovych receptor( a nasledné k inzulinové rezistenci. V dlsledku toho vznika v krvi
hyperglykémie. Pankreatické bunky reaguji na tento stav zvySenou sekreci inzulinu. Po urcité
dobé ale tento systém udrZzovani normoglykémie vede k ¢aste¢nému naruseni inzulinové

sekrece a mGze skoncit aZ absolutnim nedostatkem inzulinu. ©

4.1.2 Kritéria pro stanoveni diagndzy onemocnéni diabetes mellitus 2. typu
Dle Ceské diabetologické spole¢nosti (CSD) trpi DM2 pacient, ktery ma hodnotu

nahodné namérené glykémie >11,1 mmol/I a hodnotu glykemie mérenou nalacno ze Zilni
plasmy >7,0 mmol/I. P¥i nepfitomnosti klinické manifestace hyperglykémie je dle CDS tieba
méreni glykémie ze Zilni krve provést alespon 2x a to po minimalné osmihodinovém lacnéni.
Dalsim zpUsobem zjisténi poruchy glykemie je oralni glukdzovy tolerancni test — oGTT.
Hladina glykemie v odebrané Zilni krvi nema ve 120. minuté po vypiti glukézového roztoku
presahnout 11,1 mmol/I. (1314
4.1.3 VyuZivana léciva

Pro zahdjeni léCby jiz manifestovaného DM2 jsou vedle zmény Zivotniho stylu
vyuzivana peroralni antidiabetika (PAD). Pokud neni kontraindikovan, je lIéCivem prvni volby

metformin. V pripadé, Ze pacient nedostatec¢né odpovida na monoterapii, zvoli se vhodna

12



kombinace jednotlivych Iékovych skupin antidiabetik v€etné inzulinu. Jednotlivé Iékové

skupiny jsou vyobrazeny v nasledujici tabulce (Tabulka &.1). (114

LEKOVA SKUPINA ZASTUPCI*

Biguanidy metformin

Derivaty sulfonylurey glimepirid, gliklazid, gliquidon, glipizid

Analoga GLP-1 exenatid, liraglutid, lixisenatid, semaglutid,
dulaglutid

Inhibitory DPP-4 (gliptiny) sitagliptin, vildagliptin, saxagliptin, linagliptin,
alogliptin

Inhibitory SGLT-2 (glifloziny) empagliflozin, dapagliflozin, ertugliflozin,
kanagliflozin

Thiazolidindiony pioglitazon

Inhibitory a-glukosidasy akarbosa

Glinidy repaglinid

Inzuliny rychle pUsobici: inzulin lidsky, aspart, glulisin,
lispro; strednédobé plsobici: lidsky-NPH; dlouze
pUsobici: glargin, detemir, degludek

*zastupci lékové skupiny dostupni k datu 21.11.2022

Tabulka €. 1: Shrnuti dostupnych |éCiv uZivanych v terapii onemocnéni diabetes mellitus

4.1.3.1 Akarbosa
Jako standard pro tuto préci byla zvolena akarbosa, kterd se ziskdva fermentaci

bakterii Actinoplanes sp. kmene SE50. Jeji strukturu tvori dvé &asti: akarviosinova struktura
a maltosa navdazanad na jejim redukénim konci (Obr. €.1). V tlustém strevé je akarbosa
plUsobenim stfevni mikroflory na tyto dvé strukturalni jednotky rozStépena a ve vétsi mire

vylouéena z téla. (19

Akarbosa je u nds jediné |éCivo z PAD, které lze vyuzZit pfi Ié¢bé pacienta jak s DM2,
tak s DM1, avsak vyuZivana je pouze u typu non-insulin-dependentniho. M{zZe se uzit
v monoterapii i v kombinaci, a to s metforminem, derivaty sulfonylurey nebo inzulinem.
Mechanismem antidiabetického ucinku této pseudotetrasacharidové molekuly je reverzibilni
inhibice stfevnich a-glukosidas. Dlsledkem je snizeni hladiny postprandidlni glykemie inhibici
rozstépeni disacharidd, oligosacharidli a polysacharid(i na glukosové jednotky. Snizeni
postprandialni koncentrace glukosy v téle rovnéz pfispiva ke zvyseni citlivosti na inzulin,
snizeni mnozstvi glykosylovaného hemoglobinu (HbA1, HbA1lc) a snizeni hodnot glykemie

nala¢no. (1)

13



JelikoZ po uZziti akarbosy ale z(istavaji ve stfevé ve vétsSim mnoZstvi nestradvené
sacharidové retézce, dochazi k rozvoji gastrointestinalnich nezadoucich ucinka.
Mezi nejcastéjsi z nich patfi flatulence, borborygmus, abdominalni distenze, priijem

a gastrointestinalni bolesti. (21

HOy,,

il - .

Obrazek €.1: Chemicka struktura akarbosy ((2R,3R,4R,5R)-
4-[(2R,3R,4R,55,6R)-5-[(2R,3R,4S,55,6R)-3,4-dihydroxy-6-
methyl-5-[[(1S,4R,5S,6S)-4,5,6-trihydroxy-3-
(hydroxymethyl)cyclohex-2-en-1-ylJamino]oxan-2-yl]oxy-
3,4-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxy-2,3,5,6-
tetrahydroxyhexanal)

4.2 GLUKOSIDASY
Glukosidasy jsou enzymy, které mizeme najit u eukaryot i prokaryot. Hydrolyticky

Stépi vazby v oligosacharidech, polysacharidech a glykokonjugatech (glykolipidy,
glykoproteiny) obsahujicich glukosu. Radi se do enzymové t¥idy hydrolasy, podtfidy
glykosylasy a skupiny glykosidasy. EC (Enzyme Commision) klasifikace rozliSuje 217 rliznych
glykosidas, mezi kterymi Ize najit 37 rlznych glukosidas. Pfitomnost glukosidas v nasem téle
je zasadni pro nékolik biochemickych proces(: degradaci sloZitych polysacharidd

a oligosacharidl z potravy na monosacharidové jednotky schopné se absorbovat;
katabolismus lysozomalnich glykokonjugatl a zpracovani glykoprotein(; biosyntézu

oligosacharidovych jednotek v glykoproteinech nebo glykolipidech.(617)

Pro lidské traveni sloZzenych sacharidli jsou vyznamné dvé a-amylasy a 4 druhy
glukosidas — glukan 1,4-a-glukosidasa (EC 3.2.1.3; glukoamylasa), oligo-1,6-glukosidasa
(EC 3.2.1.10; isomaltasa), a-1,4-glukosidasa (EC 3.2.1.20; a-glukosidasa; maltasa) a sacharosa
alfa-glukosidasa (EC 3.2.1.48; sacharasa). (#1617) Maltasa a glukoamylasa tvoii dohromady

jednu enzymovou strukturu oznacujici se jako maltasa-glukoamylasa (MGAM), ktera je

14



zakotvena v epitelidlnich burikach kartacového lemu tenkého stfeva. Tento enzymovy
komplex ma vysokou a-(1,4) hydrolytickou aktivitu vic¢i maltooligosacharidiim a produktem
jeho aktivity je D-glukosa. Sacharasa a isomaltasa jsou syntetizovany ve stfevnich burikdch
jako jediny glykoproteinovy fetézec sacharasa-isomaltasa (Sl), ktery se nasledné stépi

na jednotlivé enzymové domény. Tyto domény se poté na povrchu epitelidlnich bunék
stfevni stény znovu, tentokrat nekovalentné, spoji v jeden komplex SI. Obé katalytické
domény disponuji a-(1,4) hydrolytickou aktivitou. Sacharasova ¢ast enzymu dokaze navic
hydrolyticky Stépit a-(1,2) vazané oligosacharidy, isomaltasova ¢ast zase oligosacharidy

spojené vazbou a-(1,6). Produktem $tépeni Sl jsou glukosa a fruktosa. (¢18)

4.2.1 a-glukosidasa
Z prtedchoziho textu je patrné, Ze a-glukosidasa (EC 3.2.1.20; a-1,4-glukosidasa;

maltasa) je enzym, ktery zprostifedkovava hydrolytické Stépeni terminalnich, neredukujicich
a-(1,4) vazanych zbytk( a-D-glukosy s uvolnénim D-glukosy. Caste¢né je Gcinny také vici
a-(1,6) vazbam. (3 a-glukosidasa je pfitomna v rozliénych organismech. Z hlediska
podobnosti v aminokyselinovych sekvencich a substratové specifité mizeme a-glukosidasu
rozdélit na bakterialni, kvasinkovou (Saccharomyces cerevisiae) a hmyzi a-glukosidasu |

a plisfiovou, rostlinnou a savéi a-glukosidasu II. (%)

4.2.1.1 Lidska a-glukosidasa
Lidska a-glukosidasa (EC 3.2.1.20) md dva podtypy. Prvnim typem je kysela

lysozomalni a-glukosidasa (GAA). GAA fyziologicky Stépi a-(1,4) i a-(1,6) vazby glykogenu
v lysozomech. PFfi mutaci genu kddujiciho GAA dochazi k naruseni funkce tohoto enzymu,
coz vede k akumulaci lysozomalniho glykogenu a k poSkozeni bunék vsech tkani (nejvice
kosterniho a srdecniho svalstva). Tato mutace se projevuje jako autozomalné recesivné
dédiéné onemocnéni glykogendza Il. typu, zndma také jako Pompeho nemoc. 2% Druhym

typem je intestindIni a-glukosidasa.

4.2.1.1.1 Intestinalni a-glukosidasa
Jak je zminéno v predchozim textu, intestinalni a-glukosidasa se v nasem téle

vyskytuje jako enzymovy komplex s glukoamylasou (MGAM). Je to membranové vazany
enzym, ktery se vyskytuje po celé délce tenkého stieva. Stépi hlavné a-(1,4) vazby, ale ma

i velmi malou a-(1,6) aktivitu. (2223)
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Samotna a-glukosidasova jednotka s velikosti ~100 kDa je sloZena z péti
strukturalnich domén a sklada se z 868 aminokyselinovych zbytk( (Obr. €. 2). Prvni doménu
tvofi trojlistkova doména Typ-P (zbytky 1 — 51). (1822) T3 se mGZe chovat jako sekundarni
doména vézajici substrat. ) Druhou doménou je N-koncova B-sendvi¢ovd doména (zbytky
52 —269). Treti doménou je katalytickda doména, sloZzena z (B/a)s barelové domény a dvou
vloZzenych smycek (zbytky 270 — 651). Nasleduji proximalni (zbytky 652 — 730) a distalni

(zbytky 731 — 868) C-koncové domény, obé s B-sendvi¢ovym strukturalnim usporadanim.

(18,22)

Aktivni misto a-glukosidasy ma formu mélké kapsy s pouze dvéma podmisty pro cukr.
Kvali tomu tento enzym prednostné vaze a Stépi kratsi substraty. To a-glukosidasu z hlediska
afinity k substratu odlisuje od glukoamylasy, kterd ma diky 21 aminokyselinovym zbytk{m
v aktivnim misté navic vazebna mista pro cukr Ctyfi, diky cemuz m(Ze vazat vétsi substraty.
Enzymova kapsa tvofici aktivni misto a-glukosidasy je tvorend prevaziné C-koncovymi zbytky
B-fetézce katalytické (B/a)s barelové domény. K architektufe vazebného mista substratu také
pfispivaji dvé dfive zminéné vlozené smycky a smycka pochazejici z N-koncové B-sendvi¢ové
domény (Obr. &. 2). 1822) pfj vazbé akarbosy do vazebného mista se interakce s enzymem
Ucastni primarné akarbosinova strukturni ¢ast, ktera vypliiuje obé podmista pro cukr. Vazbu
zajistuji zejména Cetné vodikové vazby. Mezi enzymem a glykosylovou ¢asti akarbosy témér

74dné interakce nevznikaji. 2%

Obrazek €.2: Struktura intestinalniho enzymu a-glukosidasy (3.2.1.20) s navazanou akarbosou v
aktivnim misté
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4.2.2 Role intestinalnich glukosidas v procesu traveni Skrobu
Skroby uchovévaji energii ve viech vyssich rostlindch a predstavuji proto v lidské

stravé hlavni zdroj energie. Skrobové molekuly se skladaji z amylosy a amylopektinu.
Molekulu amylosy tvofi zejména linearné spojené molekuly glukosy, které mezi sebou tvori
vazby a-(1,4). Molekula amylopektinu je oproti tomu vice rozvétvena diky obsahu a-(1,6)

vazeb. (23.24)

Proces traveni Skrobu zahajuji slinnd a pankreaticka a-amylasa. Ta Stépi
intramolekularni a-(1,4) vazby Skrobu na kratké linearni ¢i rozvétvené dextrinové retézce.

Ty jsou nasledné zpracovavany stfevnimi glukosidasami. (2224

Role glukosidas zpociva v zajisténi posledni faze premény Skrobu na jednotky glukosy.
PfestoZze komplex glukosidas Sl je ve stfevé vice hojny nez komplex MGAM a zajistuje také
Stépeni rozvétvenych dextrin(i svou a-(1,6) aktivitou, jeho hydrolytickd aktivita je pomala.
MGAM oproti tomu disponuje vysokou hydrolytickou aktivitou. Enzymy Sl jsou tedy spisSe
dllezité pro udrieni stabilni glykémie, zvlasté po konzumaci vysoce glykemickych potravin.
MGAM se svou vysokou aktivitou zajistuji télu rychly pfisun glukosy, coZz ma vliv na nahly
narust postprandidlni glykemie. Pravé inhibici a-glukosidasy (maltasy) Ci
glukan 1,4-a-glukosidasy (glukoamylasy) mGzeme nejlépe predchazet nezddoucimu

vysokému narlstu hodnot postprandialni glykemie v téle. (2223.24)

4.3 FLAVONOIDY
Flavonoidy jsou béZzné sekundarni metabolity mnoha rostlin. Tyto latky pfirodniho

plvodu se tedy bézné vyskytuji v nasi stravé. Ve velkém mnozstvi je mizZzeme nalézt
napriklad v ovoci a zeleniné (predevsim ve slupkdch), ve skofdpkovych plodech, obilovinach,

ale také v ndpojich pfirodniho plivodu jako jsou ovocné $tavy, pivo, vino a &aje. (25:26)

Flavonoidy jsou polyfenolické latky vyskytujici se bud ve volné formé anebo vazané
na cukry. Jejich zaklad tvoti struktura slozend z patnacti uhliki, jednoho kysliku a ¢trnacti
vodiku. Tyto prvky tvori dvé benzenova jadra (kruh A a kruh B) propojenda pomoci
pyranového kruhu (kruh C) (Obr. €. 3). Zakladni struktura je naddle modifikovdna navazanim

hydroxyskupin, ketoskupin ¢i vytvofenim dvojné vazby mezi uhliky &islo C2 a C3. 27)
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Aglykony flavonoidi se v rostlinach syntetizuji Sikimatovou a acetatovou
biosyntetickou cestou. Produkt Sikimatové cesty cinnamoylkoenzym A kondenzuje
s produkty acetatové cesty (3 molekuly malonylkoenzymu A) za vzniku chalkonu, ktery
posléze prechazi na zakladni flavonoidni strukturu. K té mdze byt v terminalni fazi syntézy

pfipojena glykosidova struktura. (2528)

Obrazek ¢.3: Zakladni struktura flavonoidl (2-fenyl-3,4-dihydro-2H-chromen)

Dle poctu a poloh substituentli na C kruhu flavonoidu rozliSujeme nékolik hlavnich
skupin: flavony, flavanony, flavan-3-oly, flavan-3,4-dioly, flavonoly, flavanonoly
(dihydroflavonoly), chalkony a aurony. Zejména derivaty flavanu a flavonu se vyuzivaji
nejcastéji, a to pro jejich vyssi terapeutickou hodnotu. Flavonoidy maji Siroké spektrum
terapeutického ucinku, pricemz nejvice jsou pouzivany jako venofarmaka a venoprotektiva.
Krom toho ovsem disponuji mnoha dalSimi terapeuticky vyuzivanymi uc¢inky napfr.
protizanétlivymi, antibakteridlnimi, antivirovymi ¢i 4¢inky umoZiujicimi inhibovat nékteré
enzymy. Bylo také zjisténo, Ze flavonoidy jsou diky své antioxidacni aktivité vysoce u¢inné
v prevenci peroxidace lipidd. Ta je zodpovédna za naruseni predevsim biologickych membran
a lipoprotein(. Diky své polarité jsou flavonoidy v téle zakotveny v polarni ¢asti fosfolipidové
dvojvrstvy membrany a chrani ji tak pred volnymi radikaly pfichazejicimi z vodného
prostredi. Flavonoidy chrani i LDL lipoproteinové Castice, jejichz lipoperoxidace vede k rozvoji

pred&asné aterosklerdzy. (226:29)
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4.3.1 FLAVANONY

0

Obrazek €. 4: Obecna chemicka struktura skupiny flavanond (2-fenyl-2,3-dihydrochromen-4-on)

Flavanony jsou skupinou flavonoid(, ktera se lisi od zakladniho chemického vzorce
ketoskupinou v poloze 4 na kruhu C (Obr. €. 4). Vyskytuji se jak ve formé volného aglykonu,
tak ve formé glykosylované. Flavanony byvaji ¢asto glykosylovany v poloze C7 a glykosidovou
Cast tvori nejcastéji disacharidy (napfiklad neohesperidosa nebo rutinosa). Flavanony se
obecné vyskytuji ve vsech citrusovych plodech, kde zpusobuiji jejich nahorklou chut. MGzeme
je ale také najit v nékterych aromatickych bylindch (mata, dobromysl, rozmaryn). Tyto latky
jsou spojovany s vyznamnymi radikal-vychytavajicimi ucinky, diky nimZ pUsobi antioxida¢né,

protizanétlivé a pozitivné na lipidovy profil. (26:28:30)

4.3.1.1 Naringenin
OH

HO 0

OH 0

Obrazek €. 5: Chemicka struktura naringeninu (5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)-
2,3-dihydrochromen-4-on)

Naringenin je aglykon tvoreny flavanonovou strukturou obohacenou o tfi
hydroxylové skupiny v polohach C5, C7 a C4‘ (Obr. €. 5). V nejvétSim mnoZstvi se naringenin
v nasi potravé nachazi v citrusech, rajc¢atech a ficich. Md mnoho pozitivnich ucink
na organismus véetné ucinku protizanétlivého, antioxidaéniho, antimikrobialniho
¢i kardioprotektivniho. Studie in vivo ukazuiji, Ze nejvétsi benefity z kardioprotektivniho

ucinku naringeninu ziskavaji pacienti, u kterych se jiz projevilo kardiovaskuldrni onemocnéni.
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V dvojité zaslepené zkrizené studii prokazal schopnost snizovat diastolicky tlak.
U naringeninu byly v nékterych studiich prokdazany hepatoprotektivni, antifibrinogenni
a preventivni z hlediska ztu€néni jater. V jatrech navic zesiluje intracelularni signalni reakce

na nizké davky inzulinu senzibilizaci hepatocytl na inzulin. (3132

In vivo studii s naringeninem bohuzel probéhlo jen nékolik, a to kvili jeho Spatné
stabilité a nizké biodostupnosti (BD) po peroralnim podani (jen asi 15 %). Ve vétsiné in vivo
studii byl proto pouzivan jeho glykosid naringin, ktery je diky pfitomnosti cukerné ¢asti

v molekule rozpustné&jsi ve vodé a ma tedy lepsi biodostupnost. (31:32)

4.3.1.2 Naringin

OH

HO

=
=
~

H O\,\\\“

OH
HO

OH O

HO

Ol

H

Obrazek ¢. 6: Chemicka struktura naringinu ((2S)-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-yl]Joxyoxan-2-yl]oxy-5-
hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)-2,3-dihydrochromen-4-on)

V nasi stravé se vyskytuje vice nez samotny aglykon naringenin, coz muze byt
vysvétleno jeho vy3si polaritou, a tudiz vy$si koncentraci v rostlinnych $tavach. 39 vyssi
polarita je zpUsobena navazanym disacharidem zvanym neohesperidosa. Ta je pfipojena

na hydroxylovou skupinu v pozici C7 (Obr. &. 6). 33

Stejné jako aglykon naringenin je i naringin nejvice obsazen v citrusovych plodech,
hlavné v pomerancich, grapefruitech a v bergamotu. Naringin po podani per os a jaterni
metabolizaci zUstava jak ¢astecné nezménén, tak ¢astecné metabolizovan na naringenin

nebo pfeveden na glukuronidy, sulfaty ¢&i apiferol (2-(4-hydroxyfenyl)chroman-4,5,7-triol). 33)
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Jak naringin, tak naringenin, prokazaly uc¢innost ve snizovani hyperlipidemie.
Mechanismy ucinku se ale rlznily dle pribéhu jednotlivych studii (zejména kvali rozdildm
ve zdravotnim stavu pacientd). 3) Kromé hypolipidemického uginku ale naringin disponuje
také protizanétlivymi a protirakovinnymi ucinky, plsobi pozitivhé na regeneraci kostni
hmoty, metabolicky syndrom, oxidativni stres, geneticka posSkozeni ¢i nemoci centralni

nervové soustavy. (4

4.3.1.3 Hesperetin

HO 0

" \\\\\\

OH

OH (0]

Obrazek €. 7: Chemicka struktura hesperetinu ((2S)-5,7-dihydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyfenyl)-2,3-
dihydrochromen-4-on)

Hesperetin se lisi svou strukturou od zakladni struktury flavanonové tfemi
hydroxylovymi skupinami v polohach C5, C7 a C3‘. V poloze C4‘ ma navic navazanou
methoxylovou skupinu (Obr. €. 7). Hojné se nachazi v citrusovych plodech a nékterych
bylindch (méta, 3alvéj, tfezalka). 3> Tato pfirodni latka je antioxidantem, ktery plsobi dvéma
zpUsoby: pfimym pohlcovanim radikdl( a posilovanim buné&&né antioxidaéni obrany. 36)

Diky své antioxidaéni schopnosti ma také spolu s jeho glykosidem hesperidinem ucinky
chemopreventivni a chemoterapeutické. Hesperetin ma oproti hesperidinu navic jesté
schopnost indukovat apoptdzu (glykosidova ¢ast hesperidinu apoptoticky Gcinek vyznamné

snizuje). 37)
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4.3.1.4 Hesperidin

OH o]
Obrazek €. 8: Chemicka struktura hesperidinu ((2S)-5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyfenyl)-7-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-
ylJoxymethylloxan-2-ylJoxy-2,3-dihydrochromen-4-on)

Hesperidin je rutinosidem aglykonu hesperetinu. Cukernou slozku ma navazanou
v poloze C7 (Obr. €. 8). Jeho pfirodni vyskyt je viceméneé totozny s hesperetinem. V terapii se
vyuziva spolu s vitaminem C pro svij pozitivni vliv na pevnost a propustnost kapilar.
PouZivany je také u hypertenze. 25 Kromé toho ovéem vykazuje také neuroprotektivni,

antikarcinogenni, antialergické a protizanétlivé ucinky. (3¢

Stejné jako u hesperetinu je i u hesperidinu vyznamna jeho antioxidacni aktivita.
Ve studiich posuzujicich vliv antioxidant( na ochranu bunécné membrdany ¢ervenych krvinek
proti H,02-indukovanému oxidativnimu poskozeni mél hesperidin antioxidaéni aktivitu
srovnatelnou s kyselinou askorbovou a troloxem (hydrofilni derivat vitaminu E). Rada studii
prokazala, Ze hesperidin neutralizuje reaktivni formy kysliku (ROS), véetné superoxidovych
aniontl, hydroxylovych radikal(, peroxynitritu a radikal( oxidu dusnatého.
Spolu s hesperetinem hraji roli v ochrané DNA, protein( a tkani pfed poskozenim vnitiniho

(onkogeny) i vnéjsiho (zafeni, zanét) plvodu. (3

Nanestésti maji hesperetin i hesperidin velmi nizkou biodostupnost kvuli své Spatné
rozpustnosti ve vodé. Dalsim dlivodem nizké BD je fakt, Ze jsou substratem P-glykoproteinu,
coz jejich biologickou dostupnost jesté snizuje. Nékteré studie ale prokazaly, Ze hesperetin
a hesperidin jsou nejen substratem P-glykoproteinu, ale maji schopnost jeho Ucinek také

inhibovat. 3%
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4.3.2 FLAVANOLY

OH
Obrazek €. 9: Obecnd chemicka struktura flavanold (2-fenyl-3,4-dihydro-2H-chromen-3-ol)

Flavanoly, také zvané dihydroflavonoly ¢i katechiny, jsou skupinou flavonoid( hojné
se vyskytujici v kakau, ¢aji, bananech, jablkach, bortvkach, hruskach a broskvich.
Tato skupina flavonoid( je charakteristicka hydroxylovou skupinou v poloze C3 a absenci
dvojné vazby mezi druhym a tfetim uhlikem (Obr. &. 9). 2838 Na rozdil od vétsiny flavonoid(
se flavanoly v nasi stravé nevyskytuji v glykosylované formé. Mohou ovSem tvofit oligomery
az polymery. Tyto molekuly poté oznacujeme jako proanthocyanidiny (alternativné

procyanidiny). 38

Flavanoly jsou latky stabilni. Absorbuji se v tenkém stievé a poté podléhaji v jatrech
metabolizaci druhé faze (za vzniku zejména sulfatl, glukuronidi a methylovanych derivat().
Oligomery a polymery se z traviciho traktu absorbuji jen malo. Drtiva vétsSina je

metabolizovdna stievnimi bakteriemi v tlustém strevé. 38

Jak ukazuje nespocet studii, flavanoly disponuji mnoha pozitivnimi Gcinky na lidské
zdravi, zejména pro své antioxidacni, protizanétlivé, antikarcinogenni, imunomodulacni,
antialergické a antivirové ucinky. Kromé toho nékolik studii naznacuje, Ze maji flavanoly
i uginky preventujici nebo oddalujici vznik nékolika chronickych onemocnéni. (38
Epidemiologické a klinické studie navic naznacuji schopnost flavanolu snizit riziko cévnich

onemocnéni. Popsan byl u této skupiny flavonoidl rovnéz vliv na snizeni krevniho tlaku. 39
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4.3.2.1 Katechin

CH

OH

OH

Obrazek €. 10: Chemicka struktura katechinu ((2R,3S)-2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,4-dihydro-2H-
chromen-3,5,7-triol)

V nasi stravé se tento flavanol vyskytuje predevsim v ovoci, v kakaovych vyrobcich,
v €aji a ve viné. Od zdakladni flavanolové struktury se katechin lisi hydroxylovymi skupinami
v polohach C5, C7, C3‘ a C4’ (Obr. ¢. 10). Oznaceni katechin je odvozeno od dreviny Acacia
catechu, odkud byla poprvé tato latka izolovana. “9) Je zndmy pro své antioxidaéni,
protizanétlivé, protimikrobni, antifungalni a cytotoxické ucinky. Ukazuje se byt ucinny také
jako hepatoprotektivum a na zvifecich modelech vykazuje pozitivni ucinek pfi lécbé
diabetické autonomni neuropatie. V novéjsich studiich byl objeven jeho antialergicky ucinek.
Vysledky ukazaly, Ze katechin dokdze snizit u mysi ptiznaky alergické rymy a Gcinné bojuje

proti vzniklému zanétu nosni sliznice. 41

4.3.2.2 Epikatechin
OH

HO o) o
OH
7 7, II/O H
OH

Obrazek €. 11: Chemicka struktura epikatechinu ((2R,3R)-2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,4-dihydro-2H-
chromen-3,5,7-triol)

Epikatechin je enantiomerem katechinu. Jeho molekula ma substituenty v polohach
C2 a C3 vcis formé, na rozdil od katechinu, ktery je ma v poloze trans (Obr. ¢. 10, Obr. ¢. 11).

V nejvétSim mnozstvi se vyskytuje ve vysokoprocentni ¢okoladé, dale v caji, ovoci
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(napt. v jablkadch, pomerancich, hruskach ¢i lesnim ovoci), zeleniné nebo v obilovinach.
Nedavné studie ukazaly, Ze epikatechin chrani lidské zdravi svymi vyraznymi antioxidacnimi
kardiovaskularnich a cerebrovaskuldrnich onemocnéni. Mezi jeho dalsi Gcinky patfi zvySovani
svalové vykonnosti a pozitivni vliv na nervovy systém. Epikatechin se zda mit rovnéz
chemopreventivni a protinadorové ucinky. Vykazuje taktéz baktericidni ucinek na patogenni

oralni bakterie. (414243)

Navzdory jeho Sirokému spektru pozitivnich biologickych tcinkd neni epikatechin
pfilis stabilni a ma nizkou BD (pomala absorpce, silnd metabolizace, rychld eliminace
ze systémové cirkulace). Tyto faktory omezuji jeho moznosti uzivani in vivo. V poslednich

letech ovSem pfibyva studii vénujicich se zlepseni BD epikatechinu za vyuziti nanocastic.

(41,42,43)

4.3.3 FLAVANONOLY

OH

0
Obrazek €. 12: Obecna chemicka struktura flavanonol( (3-hydroxy-2-fenyl-2,3-dihydrochromen-4-on)

Flavanonoly, také zvané dihydroflavonoly, se od flavanolt lisi ketoskupinou v poloze
C4 (Obr. €. 12). Tato skupina flavonoid( disponuje mnoha zdravi prospésnymi ucinky. Byly
u nich popsany ucinky kardioprotektivni, hepatoprotektivni a protizanétlivé. Tyto latky dle
studii také prokazaly ucinek proti tuberkuldze, uéinek antiamyloidogenni a antiangiogenni.

Flavanonoly jsou nejcastéji izolované z citrust (pomerancq, citron() nebo kakaa a vyrobku

7 n&j. (4445)
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4.3.3.1 Taxifolin
OH

HO (0]

u\‘\\\
i

OH
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OH (e}

Obrazek €. 13: Chemicka struktura taxifolinu ((2R,3R)-2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxy-2,3-
dihydrochromen-4-on)

Taxifolin, téZ znamy jako dihydrokvercetin, je flavanonol, ktery lze nalézt v mnoha
slozkach nasi stravy, napfiklad v olivovém oleji, v citrusech, v révé vinné i v cibuli. Jeho
obsah je vyznamny také v ostropestici marianském ¢i v semenech tamarindu. Od zakladni
flavanonolové struktury se jeho molekula lisi hydroxylovymi skupinami v polohach C5, C7,

C3a C4’ (Obr. & 13). 48

Tento silny antioxidant disponuje Sirokym spektrem prospésnych biologickych
vlastnosti. Prokdzal uc¢innost proti zanétu, kardiovaskularnim onemocnénim, onemocnénim
jater, oxidativnimu stresu, Alzheimerové chorobé (ACH) a mikrobidlnim infekcim. Taxifolin
prokazal také schopnost zvysit ucinnost nékterych antibiotik uéinnych proti kmenu
Streptococcus aureus rezistentnimu na meticilin (MRSA), coz by mohlo vést ke zlepseni
terapie onemocnéni jim zpUsobenych. Pfi kazdodennim uzivani je popisovan jeho ucinek
na zvyseni obranyschopnosti organismu. Vyznamné jsou predevsim jeho protirakovinné
ucinky. S nizkymi az Zzadnymi vedlejSimi ucinky na normalni zdravé bunky taxifolin prevenuje
nastup angiogeneze, snizuje aktivitu enzymi cytochromu P450 a P-glykoproteinu,

neutralizuje reaktivni formy kysliku (ROS) a spousti apoptdzu. (4°)

Taxifolin je povazovan za jeden z nejbezpecnéjsich flavonoida. Studie prokazuiji, ze
tento dihydroflavonol nezplsobuje Zadné skodlivé vedlejsi ucinky. Diky tomu by v praxi mohl

nahradit nékteré jiz pouzivané flavonoidy. (47)
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4.3.4 FLAVONY

o]

Obrazek ¢. 14: Obecna chemicka struktura flavon(; flavon (2-fenylchromen-4-on)

Typickym strukturalnim prvkem flavon( je dvojna vazba mezi uhliky v polohach C2
a C3 a ketoskupina v poloze C4 (Obr. €. 14). Diky O-glykosylaci, C-glykosylaci a O-methylaci
a acetylaci roste jejich strukturalni diverzita, diky niz je tato skupina flavonoid(i jednou
z nejpocetnéjsich. Ve vétsi mife muzeme flavony nalézt i v béZné konzumovanych

potravinach, jako jsou petriel, celer, zeli, mrkev, pseni¢né klicky, ¢aj a hefmanek. (48)

Tyto latky se, jako i jiné skupiny flavonoidd, vyznacuji svymi antioxidacnimi,
antiproliferativnimi, protinadorovymi, antimikrobidlnimi a protizanétlivymi ucinky. Flavony
ovsem disponuji také estrogenni ¢i acetylcholinesterazovou aktivitou. Studie prokazaly
pozitivni vliv flavon na onemocnéni souvisejici s oxidativnim stresem, mezi néz se radi
vétSina metabolickych onemocnéni (napt. aterosklerosa, diabetes), nddorovd onemocnéni

¢i Alzheimerova choroba. (49

Flavony pfijimané potravou maji nejcastéji formu glykosidu. Aby se mohly vstiebat
z traviciho traktu, musi se zde nejprve hydrolyzovat na pfislusné aglykony. Po absorpci
nasleduje metabolizace, pficemz nejéastéjsi metabolity nalezené v lidské plazmé a modi jsou
glukuronidy a sulfaty. Flavony maji, stejné jako vétsina flavonoidd, nizkou biodostupnost.
U téchto latek bylo navic zpozorovano, Ze po metabolizaci ve stfevni sténé podléhaji

&astecné efluxu zpét do stfevniho lumen, coz jesté vice jejich BD snizuje. 9

4.3.4.1 Flavon
Flavon je zakladni strukturni jednotkou vSech ostatnich flavond (Obr. €. 14). Ve svém

nehydroxylovaném stavu byl nalezen v nékolika bylinach a dfevinach (napf. Tilia tomentosa,
Grindelia camporum, Artemisia monosperma, Primula denticulata, Primula turkestanica,

Primula veris, Coriandrum sativum, Chrysanthemum morifolium, Asphodeline globifera,
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Brucea javanica). "V Ve své struktufe obsahuje pouze dvé funkéni skupiny — hydroxylovou

a etherovou.

Do jeho spektra ucinku spada antioxida¢ni a na davce zavisla protinddorova aktivita.
V in vitro testech prokazal svou Ucinnost proti bunécné linii lidské rakoviny tlustého stfeva
HT-29. Na tyto buriky pusobil nejpravdépodobnéji zménou exprese gend, o kterych je
znamo, Ze hraji klicovou roli v apoptéze, diferenciaci a proliferaci. Podobny ucinek
na rakovinné buriky tlustého stfeva se diky schopnosti hromadit se v nich objevil také in vivo.
Jako mechanismus ucinku se ukdzala byt indukce apoptdzy aktivaci kaspdzy 3, produkci ROS
a zvy$enim hladin proteinu P21. 52 Tento flavonoid také ptsobi jako kompetitivni agonista
pro arylovy uhlovodikovy receptor, coZz znamen3, Ze se chova jako antiestrogenni flavonoid
plsobici bez vazby na estrogenovy receptor. °3) Jako jedna z hlavnich G&innych latek byliny
Primula macrophylla (Primulaceae) je zodpovédny za jeji uc¢inek a aktivitu proti leishmanidze

a fungalnim infekcim. 4

4.3.4.2 5-hydroxyflavon

OH (o]
Obrazek €. 15: Chemicka struktura 5-hydroxyflavonu (5-hydroxy-2-fenylchromen-4-on)

5-hydroxyflavon (5HF), nékdy oznacovany jako primuletin, je hydroxylovany flavon
prirodné se vyskytujici v rostliné Primula denticulata a v mnoha dalSich rostlinach patficich

do rodu Primula a rodu Dionysia. %)

Kvali své monohydroxylové strukture (Obr. €. 15) se tento flavon nevyznacuje
vyznamnou antioxidacni aktivitou, coz koreluje s jeho nizkou schopnosti vychytavat volné
radikaly a nizkou protirakovinnou aktivitou. Na druhou stranu ma 5-hydroxyflavon vysokou
antagonistickou aktivitu na androgenni receptor, ¢ehoz by se dalo vyuzit v ramci terapie

rakoviny prostaty. Jeho hydroxylova skupina v poloze C5 mu umoZiuje interagovat
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s ATP-senzitivnimi a vapnikem fizenymi draslikovymi kanaly. V dusledku toho vykazuje tento

flavonoid signifikantni vazorelaxaéni u&inky. ©>7)

4.3.4.3 7-hydroxyflavon

HO O

o]

Obrazek €. 16: Chemicka struktura 7-hydroxyflavonu (7-hydroxy-2-fenylchromen-4-on)

Tento flavon obsahuje jednu hydroxylovou skupinu, a to na kruhu A (Obr. €. 16).
V ptirodé jej mGZeme najit v tropickych rostlindch Clerodendrum phlomoides, Muntingia

calabura, v asijském kefi Astragalus microcephalus a v nékolika dalsich. (58)

7-hydroxyflavon vykazuje antioxidacni a protizanétlivou aktivitu. JelikoZz ma ale tato
latka na kruhu B pouze jednu hydroxylovou skupinu, je tato aktivita nizka. ®%9) N&které
studie na zviratech prokazaly jeho pfiznivé ovlivnéni ischemicko-reperfuzniho poskozeni
myokardu vzniklého po Uspésné kardiopulmonalni resuscitaci a obnoveni spontanni cirkulace
po srdeéni zastavé. Vysledky studie vedené na potkanich modelech prokazaly, Ze predlééeni
7-hydroxyflavonem poskytuje kardioprotekci prostrednictvim potlaceni zanétu a modulace
signalni drahy MAPK/NF-KB. % Dle jiné studie m(ize 7-hydroxyflavon slouZit jako forma
terapie pacientl nakazenych enterovirem 71, ktery zplsobuje tzv. syndrom ruka-noha-usta.
Tento flavon vykazoval silné inhibiéni Uc¢inky na replikaci zminéného viru, coz jej €ini

vhodnym kandidatem pro prevenci a |é¢bu této virové infekce. 6%
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4.3.4.4 7,8-dihydroxyflavon

OH

HO O

o]

Obrazek €. 17: Chemicka struktura 7,8-dihydroxyflavonu (7,8-dihydroxy-2-fenylchromen-4-on)

7,8-dihydroxyflavon obsahuje ve své strukture 2 hydroxyskupiny v polohach C7 a C8
(Obr. €. 17). Tento prirozené se vyskytujici flavon je produkovdn mnoha rostlinami, véetné
byliny Tridax procumbens a difeviny Godmania aesculifolia. O vyzkum této latky roste zdjem
predevsim kvli jeji vysoké biodostupnosti po peroralnim podani a kvli jeji schopnosti

prochazet hematoencefalickou bariérou. (62

Neddavné studie odhalily neuroprotektivni roli tohoto pleiotropniho flavonoidu vici
mnoha neurologickym poruchdm a poskozenim. Na zvifecich modelech se prokazal byt
ucinny proti nékolika onemocnénim nervové soustavy véetné Alzheimerovy, Parkinsonovy
(PCH) a Huntingtonovy choroby. Kromé toho prokazal i ochranny ucinek vici toxiny
indukovanému poskozeni mozku a nervovych bunék. Tento rostlinny metabolit ma také
antidepresivni a antineoplastické uc¢inky a mnoho dalsich ucinkd spojenych s jeho

antiapoptotickou, antioxidagni a protizanétlivou aktivitou. (6364

4.3.4.5 Baikalein
HO o}
HO
OH o]

Obrazek €. 18: Chemicka struktura baikaleinu (5,6,7-trihydroxy-2-fenylchromen-4-on)

Baikalein je vyznamna flavonoidni latka obsahujici ve své struktufe 3 hydroxylové

skupiny na kruhu A v polohach C5, C6 a C7 (Obr. ¢. 18). Ziskdva se predevsim z kofene Sisdku
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bajkalského patriciho do ¢eledi hluchavkovité. Tato rostlina je pro své lécivé ucinky jednou

ze zakladnich bylin tradi¢ni &inské mediciny. (6%

Baikalein ma pleiotropni Ucinek na lidské zdravi. Stejné jako i jiné flavonoidy
disponuje tento flavon ucinky antioxidacnimi, protizanétlivymi, protirakovinnymi,
antivirovymi (napf. Influenza A, COVID-19), antitrombotickymi, antidiabetickymi,
kardioprotektivnimi, hepatoprotektivnimi i neuroprotektivnimi (u PCH, ACH, ischemické
i hemoragické cévni mozkové prihody, vékem poskozené paméti a sklerosy byla aktivita
potvrzena na in vivo modelech). Baikalein ma ovsem i sva specifika. Vykazuje ochranny
ucinek na oko a plsobi pozitivné na ulcerdzni kolitidu. Jeho spektrum ucinku zahrnuje také
anxiolytické, antikonvulzivni a mirné sedativni u&inky. ¢667) Navzdory jeho vynikajicim
Gcink{m na lidské zdravi a nizké toxicité ma baikalein nizkou BD per os, coz prozatim

znemozfiuje jeho plnohodnotné vyuZiti v terapii. (¢

4.3.4.6 Baikalin

OH

OH o}

Obrazek €. 19: Chemicka struktura baikalinu ((2S,3S,4S,5R,6S)-6-(5,6-dihydroxy-4-oxo-2-
fenylchromen-7-yl)oxy-3,4,5-trihydroxyoxan-2-karboxylova kyselina)

Baikalin je flavon sloZeny z aglykonu baikaleinu a kyseliny glukuronové. Ta je
na aglykonovou strukturu navdzana pres hydroxylovou skupinu v poloze C7 (Obr. €. 19).
Stejné jako baikalein, je i baikalin k nalezeni predevsim v SiSaku bajkalském. Prestoze maji
baikalein a baikalin zjevné strukturalni shody a pfi metabolismu v téle jsou schopni se
navzajem pfeménovat, mohou mit rozdilné G&inky na sav&i buriky. 8 Baikalinu se sice
pfipisuji pozitivni uc¢inky srovnatelné s baikaleinem, ovsem ty se ¢asto lisi svou silou.
Baikalein ma vyssi antioxidaéni a chelatacni Ucinky a je ucinnéjsi pfi snizovani proliferace
bunécné linie kolorektalniho karcinomu, zatimco baikalin vykazuje vyssi protinddorovy

Gcinek na buné&eéné linie rakoviny mocového méchyre. (62
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Aby se mohl baikalin absorbovat skrz stfevni sténu, musi byt nejprve pomoci
stfevnich enzymu a bakterii hydrolyzovan na aglykon. Ten poté v systémové cirkulaci
podléha konjugaci a pfeménuje se opét na baikalin. Pfedpoklada se, Ze cirkulujici baikalin
znovu vstupuje do gastrointestinalniho traktu prostfednictvim mechanismu bilidrni exkrece.
Tento systém udrzuje rovnovahu systémovych hladin jak baikalinu, tak jeho aglykonu

baikaleinu. (68)

4.3.4.7 Luteolin
OH

HO (0]
OH

OH o]
Obrazek €. 20: Chemicka struktura luteolinu (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-5,7-dihydroxychromen-4-on)

Luteolin je flavon obsahujici ve své strukture ¢tyfi hydroxylové skupiny v polohach C5,
C7, C3“a C4 (Obr. €. 20). Je hojné zastoupeny v potravinach vyskytujicich se v nasi stravé.
Nejcastéji jej najdeme v zeleniné (brokolice, mrkev, artycok, zeli, petrzel, celer, cibulové listy,
paprika, okurka, kapary, hlavkovy saldt, ...). V hojné mire je zastoupen také v ovoci (jablko,
granatové jablko, citron) a v bylindch (bazalka, mata peprnd, tymidn, rozmaryn, oregano,

tfezalka). (7071)

Dle provedenych studii ma prokazané antimikrobialni, kardioprotektivni,
antidiabetické, antialergické, chemopreventivni a chemoterapeutické ucinky. Proti rakoviné
pUsobi prostrednictvim indukce apoptdzy a zastavy bunécného cyklu a inhibici angiogeneze
a vzniku metastaz. Diky velmi vysoké antioxidacni a protizanétlivé aktivité a schopnosti
prochazet hematoencefalickou bariérou jsou u luteolinu vyznamné jeho neuroprotektivni
vlastnosti. Studie na bunéénych a zvifecich modelech ukazuji jeho pozitivni vliv na ACH, PCH
a kognitivni pokles souvisejici s diabetem. Jiné studie poukazuji na jeho schopnost zmirnit
sekunddrni poskozeni mozku vyvolané traumatickym poranénim mozku nebo na jeho mozné
vyuziti jako adjuvans pfi lécbé roztrousené sklerosy. Oteviend studie na détech trpicich

poruchou autistického spektra (ASD) ukazala, Ze peroralné podavany luteolin v kombinaci
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s kvercetinem ma pozitivni vliv na zmirnéni symptomu ASD bez vétSich nezadoucich ucink.

(70,71)

4.3.4.8 Diosmin
o}
~
o)
OH

OH 0

Obrazek €. 21: Chemicka struktura diosminu (5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyfenyl)-7-
[(2S,3R,4S,5S5,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-
ylJoxymethylloxan-2-ylJoxychromen-4-on)

Diosmin je flavonoid v pfirodé se vyskytujici nej¢astéji v celedi Rutaceae. Jako
flavonovy analog hesperidinu se ovsem nej¢astéji ziskava jeho dehydrogenaci. Strukturu

diosminu tvofi aglykon diosmetin, na ktery je skrze hydroxylovou skupinu v poloze

C7 navdazana rutinosa (Obr. &. 21). (72

Diosmin vykazuje mnoho Zadoucich ucinkl véetné antidiabetického,
antihyperlipidemického, protizanétlivého, antioxida¢niho, kardioprotektivniho,
protinddorového, antifibrotického a pozitivniho U&inku na neuropatickou bolest. 72 Nejvice
je ovSsem poutzivany pro své flebotonické ucinky, diky nimz plsobi jako venofarmakum
a vazoprotektivum. Jeho uUc¢innost potvrdily kontrolované dvojité zaslepené klinické studie.
Nyni se ve formé volné prodejnych léciv i l1éCiv na recept pouziva pri IéCbé znamek
a pfiznaku zjisténého chronického vendzniho onemocnéni a pfi |écbé akutniho

hemoroidalniho onemocnéni. (73)

Diosmin se po peroralnim podani v tlustém stfevé hydrolyzuje bakteriemi stfevni
mikroflory na jeho aglykon diosmetin, ktery pasivni difuzi prochazi skrze stfevni sténu.

Biodostupnost diosminu je nizka, ale zvy3uje se jeho mikronizaci. (7273)
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4.3.4.9 Chrysin

HO o]

OH o]

Obrazek €. 22: Chemicka struktura chrysinu (5,7-dihydroxy-2-fenylchromen-4-on)

Chrysin je pfirodné se vyskytujici |atka, jejiz zakladni flavonova struktura je
obohacena o dvé hydroxylové skupiny v polohach C5 a C7 (Obr. €. 22). Tento flavon ma sice
mnoho prirodnich zdroju, ale v nejvétSim mnozstvi se nachazi v propolisu, medu, v rostlinach

z Celedi mulenkovité, v $isdku bajkalském a v hlivé UstFi¢né. 74

Mnoho studii poukazuje na mozné vyznamné pozitivni ucinky chrysinu na lidsky
organismus. Nejcastéji jsou zminovany ucinky protirakovinné, které se zdaji byt zavislé
na davce. Kladny vliv chrysinu byl pozorovdn u mnoha typu rakovinného bujeni, véetné
kolorektalniho, renalniho, hepatalniho ¢i u melanomu nebo rakoviny prsu. Jeho Ucinky jsou
spojené jak se zpomalenim rlstu tumord, tak se zpomalenim jejich metastazovani diky
snizeni bunécné proliferace, indukci bunééné smrti apoptdzou a protizanétlivému ucinku.
PUsobi také synergisticky s doxorubicinem a cisplatinou. Mezi jeho dalsi vyznamné ucinky
patfi antidiabetické, antioxidacni, antialergické, neuroprotektivni, hepatoprotektivni
a renoprotektivni ucinky. Je mu také prisuzovan pozitivni Ucinek na kardiovaskularni systém.
V nékolika studiich byl popisovan dobry vliv na reprodukéni systém, a to u muzl (zvyseni
poctu a kvality spermii diky potencidlu navysit hladiny testosteronu) i zen (zvySeni poctu

rostoucich ovaridlnich folikuld). 7475

Diky povaze své struktury je chrysin po peroralnim podani slabé absorbovan a naopak
silné metabolizovan a vylu¢ovan z téla. Jen malé mnozZstvi metabolitl (zejména
chrysin-glukuronat a chrysin-sulfat) bylo nalezeno v plazmé a moci. Hlavni cestou eliminace
se proto zda byt vyloudeni stolici, do které se dostava pomoci bilidrni exkrece. Biologicka
dostupnost chrysinu se da zvysit jeho enkapsulaci. Testované nosi¢ové systémy zahrnovaly

lipozomy, micely a polymerni nanocastice. Pravé polymerni nanocastice slozené zejména
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z kyseliny polymlé¢né-glykolové (PLGA) a polyethylenglykolu (PEG) zlepSovaly BD chrysinu

a tim i jeho terapeuticky uginek. (7>

4.3.5 FLAVONOLY

OH

o]

Obrazek €. 23: Obecna chemicka struktura flavonold; 3-hydroxyflavon (3-hydroxy-2-fenylchromen-4-
on)

Skupina flavonolu je charakteristicka chemickou strukturou sestdvajici ze zakladniho
skeletu flavonoid(, dvojné vazby mezi uhliky C2 a C3, hydroxylové skupiny v poloze C3
a ketoskupiny v poloze C4 (Obr. €. 23). Tato struktura se oznacuje jako 3-hydroxyflavon
a jsou od ni odvozeni veskeri ostatni zastupci této skupiny. Flavonoly se povazuji
za flavonoidy s nejvyssi antioxidacni aktivitou pravé diky svému zakladnimu skeletu, ktery
fadou rezonancnich struktur poskytuje stabilnéjsi molekulu, nez maiji ostatni skupiny

flavonoidd. (69

Ackoli flavonoidy najdeme prakticky ve vSech druzich ovoce a zeleniny, v nejvétsim
mnozstvi se nachazi v cibuli, jablkdch, hroznovém viné, mostu a viné. ’®) Flavonoly se
povazuji za UV a fotoprotektory, jelikozZ silné absorbuji svétlo v oblastech vinovych délek
UV-A i UV-B. 77) Diky svym vysokym antioxidagnim vlastnostem maji cenné terapeutické
ucinky. Flavonoly plsobi velmi pozitivné na kardiovaskularni systém diky své vazodilatacni,
antitrombotické a antiatherosklerotické aktivité. Tyto latky hraji také roli v boji proti ACH,
a to nejen diky antioxidacni aktivité, ale také kvuli inhibiénimu Gcinku na enzymy
acetycholinesterasa a butyrylcholinesterasa. Riznymi biochemickymi cestami také mohou

plsobit proti nddorovym onemocnénim. (60.76)

Jelikoz flavonoly prijimame v potravé nejcastéji jako rlizné glykosidy, musi se stejné

jako ostatni flavonoidy nejprve hydrolyzovat na aglykony, které poté pasivni difuzi prochazi
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pres stfevni sténu a nasledné podléhaji pfi metabolizaci konjugaci. Nej¢astéjsi konjugaty

flavonold vyskytujici se v plazmé jsou glukuronidy a sulfaty. (78)

4.3.5.1 3-hydroxyflavon
3-hydroxyflavon je synteticka latka, ktera je zakladni strukturni jednotkou flavonolu

a zaroven jejich nejjednodussi zastupce. M3 jen jednu hydroxylovou skupinu, a to na uhliku
Cislo 3 (Obr. €. 23). Diky jeho velkému poctu rezonancnich struktur je 3-hydroxyflavon vysoce
stabilni. 7 Ve vodé je velmi téZce rozpustny aZ prakticky nerozpustny. Jeho biologicka
dostupnost se d& oviem zvysit enkapsulaci do cyklodextrinovych molekul. %81 Diky
schopnosti prejit do tautomerické formy emituje zareni o dvou vinovych délkach

(Amax = 524 nm — zelena barva, Amax = 400 nm — modrofialova barva). Vyuziva se proto jako

fluorescenc¢ni sonda pro studium membran, mezimembranovych protein( i jinych struktur.

(81)

4.3.5.2 Kvercetin
OH

HO 0
CH
CH

OH (0]

Obrazek €. 24: Chemicka struktura kvercetinu (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-on)

Kvercetin je jednim z nejucinnéjsich a nejrozsifenéjsich bioflavonoid(, které se
nachazeji v ovoci a zeleniné. NejlepsSimi pfirodnimi zdroji kvercetinu jsou bezinky, pohanka,
cervena a bila cibule, brusinky, palivé papricky, kapusta, bortvky, jablka a hrusky. Tento
oblibeny flavonol Ize také bézné najit v Iékarnach jako doplnék stravy pfispivajici k normalni

funkci imunitniho systému. (69.82)

Kvercetin vykazuje nejvyssi antioxidacni aktivitu ze vSech flavonoll a pouziva se proto
jako standardni slouc¢enina v testech antioxidacni aktivity. Jedna z jeho nejvyznamnéjsich
prednosti je jeho pozitivni vliv na kardiovaskuldrni systém. Tato latka ma nespocet

prospésnych ucinkd zahrnujicich vazodilataéni ucinky, redukci poc¢tu adhezivnich molekul
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a dalsich zanétlivych markert, ochranu cév pred oxidacnim stresem, antiagregacni ucinky
a inhibici oxidace LDL cholesterolu. Kromé toho pUsobi také ochranné vici oxidativnimu

a zanétlivému poskozeni neurond, ma antialergické a antivirové ucinky a hraje dalezitou
roliv boji proti starnuti a poskozeni organismu volnymi radikaly. 7®77) Jiné studie naznaduji,
Ze kvercetin mlze byt diky afinité k cirkulujici nddorové DNA a synergistickému ucinku se
syntetickymi protinddorovymi latkami dalezitym doplrikovym |ékem pro prevenci a |éCbu

rGiznych typd rakoviny. (60:8384)

Po perordlnim podani kvercetinu dochazi k jeho pasivni difuzi pres stfevni sténu.
Pokud je podan ve formé glykosidu, musi se nejprve hydrolyzovat na aglykon. Nékteré
kvercetinové glykosidy vsak vyuzZivaji transport pres stifevni bariéru zprostifedkovanou
kotransportérem sodiku a glukdzy typu 1. Kvercetin je diky své 3,5,7,3",4"-pentahydroxylové
struktute (Obr. €. 24) extenzivné metabolizovan v enterocytech a jatrech za vzniku
glukuronatd, sulfatl ¢i methylovanych derivat(. Jen velmi malé mnozZstvi kvercetinu se

v plazmé vyskytuje jako aglykon. &%

4.3.5.3 Kempferol
OH

HO Q

OH

OH (0]

Obrazek €. 25: Chemicka struktura kempferolu (3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)chromen-4-on)

Kempferol je flavonolem bohaté zastoupenym v bézné lidské stravé. Tuto biologicky
aktivni latku mGZeme nalézt v mnoha druzich ovoce (napf. lesni plody, jablka, hroznové vino,
citrusy) a zeleniny (napf¥. cibule, cesnek, brokolice, zelené fazole, kien, fedkev, zeli, Spenat),
stejné jako v riznych bylinach (napf. tfezalka, rozmaryn, feficha, libecek) ¢i drevinach (listy

jinanu dvoulaloéného, listy ¢ajovniku). (8

Podobné jako u jinych flavonoidl se i u¢inky kempferolu viceméné odviji od jeho
antioxidacnich a protizanétlivych aktivit, které prfedevsim napomahaiji v boji proti chronickym

chorobam. Diky schopnosti inhibovat proteinkinasy a jaderné transkripéni faktory snizuje
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kempferol hladiny prozanétlivych cytokin(i a naopak zvySuje hladiny protizanétlivych
cytokin(. Studie tudiz oznacuji kempferol jako latku schopnou zpomalit degeneraci
meziobratlovych plotének, oddalit rozvoj artritidy ¢i mu zabranit, pomahat v boji proti
revmatoidni artritidé nebo plsobit preventivné proti ethanolem vyvolanym gastrickym
ulceracim. Mezi jeho dalsi pozitivni Uc€inky na zdravi |ze zafadit hepatoprotektivni aktivitu,
zmirnéni priznakd metabolického syndromu a protektivni U¢inky na kardiovaskularni

a nervovou soustavu. Tento flavonol ma také ucinky potencialné vyuzitelné pro adjuvantni
I[é¢bu nddorovych onemocnéni. Vykazuje proapoptotickou aktivitu, inhibuje angiogenezi

a zvySuje imunitu pacienta. Soucasné zvysuje absorpci a uUcinek jinych protirakovinnych |éciv.

(84,86)

Jeho strukturdlni znaky zahrnuiji tfi hydroxylové skupiny navazané na flavonolovou
zakladni strukturu v polohach C5, C7 a C4‘ (Obr. €. 25). Po podani per os ma velmi nizkou
biodostupnost. Jeho slabd absorpce z intestinalniho prostredi je navic doplnéna o proces
efluxu zpét do stfevniho lumen. Absorbovany kempferol se poté metabolizuje nejéastéji
na glukuronidy, sulfaty ¢i methylované derivaty. Jeho Spatna BD by se mohla v budoucnu

ovéem zlepsit pomoci nanotechnologického zpracovéni. ¢4

4.3.5.4 Morin
HO OH

HO (0]

OH
OH 0
Obrazek €. 26: Chemicka struktura morinu (2-(2,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-on)
Flavonoid morin je terapeuticky ucéinna latka nachdzejici se predevsim v celedi
Moraceae, po které nese svij nazev. Najit jej ale mlZzeme i v Celedich Rosaceae nebo
Fagaceae. Nejvyznamnéjsi rostlinné zdroje zahrnuji morusovnik bily, makluru oranzovou

a barvirskou, kvajavu hruskovou, jahody, fiky, cibuli a ¢ervené vino. Svou strukturou

5,7,2',4'-tetrahydroxyflavonolu (Obr. €. 23) pfipomina strukturu kvercetinu (Obr. €. 24).
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Ackoli ma kvercetin vyssi antioxidacni aktivitu, morin je |épe dostupny po perordlnim podani

a pfi vyssich dédvkach nevykazuje oproti kvercetinu vyznamnou toxicitu. &7

Nékolik studii prokazalo velmi pfiznivy U¢inek morinu na lidské zdravi. V dusledku
inhibice aktivity mnoha enzym je tomuto flavonolu ptipisovan antioxidacni, protizanétlivy,
antidiabeticky, antibakterialni, hypourikemicky, neuroprotektivni, kardioprotektivni
a protinadorovy ucinek. JelikoZ se pfi sou¢asném podani morinu s nékterymi
protinddorovymi lécCivy (etoposid, cisplatina, doxorubicin, metotrexat, tamoxifen) zlepsuje
jejich biodostupnost a sniZuje toxicita, zkouma se jeho mozné vyuziti jako adjuvantni IéCivo.

PFi chronickém uZivani vykazuje velmi nizkou toxicitu a je dobfe tolerovany. (88

4.3.5.5 Rutin
OH

HO e}

OH

Obrazek €. 27: Chemicka struktura rutinu (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-5,7-dihydroxy-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-ylJoxymethyl]oxan-2-
ylJoxychromen-4-on)

Tento komercéné bézné dostupny flavonol je rutinosidem kvercetinu (Obr. €. 27).
Své jméno nese po rostliné Ruta graveolens a nékdy byva oznacovan také jako vitamin P i
rutosid. Jednim z nejbohatsich zdrojl rutinu je pohanka, nalezneme jej ale ve velké mire také
v jablkach, ¢aji, citrusech ¢i mucéence. Jeho dostupnost v rdmci potravinovych doplnka
i 1éCivych pripravkd (Ascorutin, Cyclo 3 Fort, Phlogenzym, Wobenzym) potvrzuje pozitivni vliv
rutinu na lidské zdravi. Nejvice znamy je pro svlj vazoprotektivni ucinek pUsobici proti

fragilité cévni stény. Jeho spektrum pozitivniho efektu je viak daleko $ir3i. (82:90)
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Souhrnné se da fici, Ze ma pozitivni vliv na fungovani celého organismu. Pfedevsim
diky antioxidacnim a protizanétlivym ucinkim pusobi ochrané na centralni nervovou
soustavu, kardiovaskuldrni soustavu, na plice, jatra, ledviny i o¢i. Mezi jeho dalSi potvrzené
ucinky patfi protirakovinny, analgeticky, antiartriticky, antidiabeticky, antiosteoporoticky
a antiosteopenicky ucinek. Plisobi také proti hypercholesterolemii, hypertenzi, gastrickym
ulceracim &i zanétam respiraéniho systému. Casto zmifiované jsou i jeho protimikrobni
ucinky. PUsobi antibakteridlné, antifungdlné a antiviroticky. Nékteré studie zmiruji dokonce

jeho antimalaricky a larvicidni G&inek. (82:90.91)

Zajimavé jsou jeho priznivé ucinky na kvalitu vlas( a klze. Plisobi preventivné proti
apoptdze vlasovych folikuldrnich bunék, faktoru, ktery prispiva k nastupu plesatosti. K(Zi
chréani proti skodlivému UV-B zareni, zmirfiuje priznaky atopické dermatitidy a zlepsuje
hojeni ran. Ojedinély je jeho pozitivni vliv na muzskou reprodukéni soustavu, protoze

prokazal moznou ochrannou aktivitu na testikularni tkan a spermie. (8%91)

JelikoZ je rutin glykosid, podléha ve stfevé enzymatické a bakteridlni hydrolyze.
Do plazmy se tak dostane jen velmi malé az Zadné mnoZstvi nezménéného rutinu. Zkouma se
ale mnoho zpUsob( jak nanotechnologicky jeho biodostupnost vylepsit. Nejslibnéjsi se zda

byt poufZiti polymernich nanoé&astic, lipidickych nanog&astic a molekuldrnich komplexd. V)

4.3.5.6 Troxerutin

O\/\
OH

/\/O 2 /\/OH
HO @]

o

H

Obrazek €. 28: Chemicka struktura troxerutinu (2-[3,4-bis(2-hydroxyethoxy)fenyl]-5-hydroxy-7-(2-
hydroxyethoxy)-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-ylloxymethylloxan-2-ylJoxychromen-4-on)
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Troxerutin, neboli trihydroxyethylrutin Ci vitamin P4, je semisynteticky derivat rutinu.
Vznikd navdzanim dihydroxyethylovych skupin na C7, C3‘ a C4‘ rutinu skrze hydroxylové
skupiny (Obr. €. 28). Vznikly derivat je oproti rutinu polarnéjsi, tudiz rozpustnéjsi ve vodé
a biologicky dostupnéjsi. Po jeho absorpci nastava v jatrech metabolizace na konjugaty,
nejcastéji glukuronidy. Bylo u néj také prokazano, zZe ¢astecné podléha enterohepatalnimu
obéhu. Najit ho mUZeme jak v doplricich stravy, tak v 1éCivych pFipravcich (Cilkanol, Ginkor

Fort, Venoruton, Venoruton Forte). (923

Troxerutinu je pfipisovano vyznamné mnozstvi pozitivnich uc¢inki na nas organismus.
Stejné jako ostatni flavonoidy i troxerutin plsobi protizanétlivé a antioxidacné. Tento
flavonol ma schopnost aktivovat jak neenzymatické, tak enzymatické antioxidacni obranné
mechanismy, ¢imz sniZuje rizika spojena s oxidacnim poskozenim tkani. Zminéné ucinky se
podili na jeho dalSich zkoumanych benefitech, mezi které patfi sniZeni rizik spojenych
s metabolickym syndromem ¢i protinadorova aktivita. Studie poukazuji také na jeho ucinky
snizujici poSkozeni zdravych bunék pfi radioterapii. Mezi dalsi pfiznivé ucinky troxerutinu
patfi kardioprotektivni, hepatoprotektivni, renoprotektivni, neuroprotektivni
a protinadorovy ucinek. Ve studii na potkanich modelech byl pozorovan vliv na diabetické
poskozeni organismu. Tato studie ukazala, Ze troxerutin u potkant zvysil hladinu
testosteronu, snizoval diabetem zprostfedkované strukturalni poskozeni varlat a podporoval

pocet, pohyblivost a Zivotaschopnost spermii. (9324
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5. EXPERIMENTALNI CAST
5.1 MATERIAL
e mikrotitracni desticky — 96 jamek (Brand, Némecko)
e mikrozkumavky: 1,5 ml; 5,0 ml (Eppendorf, Némecko)
e automatické jednokanalové pipety: 10 — 100 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 ul (Brand,
Némecko)
e vicekanalova pipeta: 30 — 300 ul (Biohit, Némecko)

e Spicky k pipetdm o objemu 100pul, 200 ul, 1000 pl (Eppendorf, Némecko)

5.2 PRISTROJE
e spektrofotometr pro mikrotitracni desti¢ku Hidex Sense (HIDEX, Turku, Finsko)

e analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

e vortex mixér IKA® Vortex Genius 3 (IKA®- Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko)

e trepacka pro mikrotitracni desticky IKA® MS 3 digital (IKA®-Werke GmgH & Co. KG,
Staufen, Némecko)

e ultrazvukova vana Bandelin Sonorex (BANDELIN electronic GmbH, Berlin, Némécko)

e pH metr WTW 538 (WTW, méf¥ici a analyticka technika, s.r.o., Praha, CR)

5.3 CHEMIKALIE
e a-glukosidasa (3.2.1.20) ze Saccharomyces cerevisiae — Sigma (St. Louis, MO USA)

e akarbosa — Sigma (St. Louis, MO USA)
e p-nitrofenyl a-D-glukopyranosid (pNPAG) — Sigma (St. Louis, MO USA)
e NazHPO4.2H,0 — Sigma (St. Louis, MO USA)
e NaH;P04.H,0 — Penta (CR)
e rozpoustédla
o dimethylsulfoxid (DMSO) — Lach-Ner (CR)
o supercistd voda pfipravena pomoci ptistroje Milli-Q RG (Merck Millipore,

Massachusetts, USA)

Vsechny pouZité chemikalie jsou Cistoty p.a. (pro analyzu).
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5.4 TESTOVANE LATKY
Flavanony

e Naringenin
e Naringin
e Hesperetin

e Hesperidin

Flavanoly

e Katechin

e Epikatechin

Flavanonoly

e Taxifolin

Flavony

e Flavon

e 5-hydroxyflavon

e 7-hydroxyflavon

o 7,8-dihydroxyflavon

e Baikalein

e Baikalin
e Luteolin
e Diosmin
o Chrysin
Flavonoly

e 3-hydroxyflavon
e Kvercetin

o Kempferol

e Morin

e Rutin

e Troxerutin
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Vsechny testované latky byly zakoupeny od spolecnosti Sigma (St. Louis, MO USA) a jsou

Cistoty p.a.

5.5 STATISTICKA ANALYZA A VYUZIVANE PROGRAMY
e Pro spektrofotometrické hodnoceni vzorkl byl vyuZit program Hidex Sence.

e Ke zhodnoceni vysledk(l pomoci statistické analyzy a vytvoreni orientacnich grafa byl
pouzit Microsoft Excel.

e Pro konecné zhodnoceni aktivity zkoumanych latek pomoci zaneseni jejich inhibi¢nich
vysledk( do grafli byl vyuzZit program GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, USA).

e K vytvoreni veskerych chemickych struktur v této prdci byl pouZit program ChemDraw

Proffesional 20.0.

5.6 METODIKA MERENI INHIBICE a-GLUKOSIDASY

5.6.1 Priprava zasobnich a pracovnich roztokii
e Priprava 0,1M fosfatového pufru o pH 6,8

o Pfiprava roztoku A: 3,5 g Na2HPO4.2H,0 bylo rozpusténo v 100 ml supercisté
vody.

o Pfiprava roztoku B: 2,7 g NaH,P0O4.H,0 bylo rovnéz rozpusténo v 100 ml
supercisté vody.

o Smiseni roztoku A a roztoku B: pro pfipravu findlniho fosfatového pufru
o pH 6,8 bylo smiseno 24,5 ml roztoku A a 25,5 ml roztoku B. Hodnota pH byla
nasledné ovérena pH metrem (pripadné upravena pomoci 1M NaOH nebo
1M HCI).

e Priprava roztokl testovanych latek — flavonoidi

o Do oznacené vialky bylo navazeno na analytickych vahach adekvatni mnozstvi
testované latky.

o Navazena latka byla nasledné za pouziti automatickych pipet ve vialce
nafedéna pomoci DMSO na roztok o pozadované zakladni koncentraci.

o Pro homogenizaci vzniklého roztoku byl pouzivan vortex mixér.
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o

Roztok latky o zakladni koncentraci byl dale pomoci DMSO v pfipravenych
oznacenych 1,5ml mikrozkumavkach Eppendorf nafedén na nizsi poZzadované
koncentrace (10 mM — 0,0001 mM) a pokazdé fddné homogenizovéan

na vortex mixéru.

Do jedné oznacené 1,5ml mikrozkumavky bylo napipetovano pouze 100 ul

¢istého DMSO.

e Priprava roztoku substratu — pNPAG

©)

(@]

Na analytickych vahdach bylo navazeno do oznaéené 5,0ml mikrozkumavky
pfiblizné 1,8 mg p-nitrofenyl a-D-glukopyranosidu (pNPAG), ktery byl
nasledné nafedén pomoci supercisté vody na koncentraci 1,25 mM.

Vznikld smés se zhomogenizovala za uZziti ultrazvukové vany a vortexu.

e Priprava roztoku standardu — akarbosy

(@]

Roztok akarbosy byl pfipraven vidy o jedné zvolené koncentraci v rozmezi
5mM-0,025 mM.
Postup pripravy roztoku byl shodny s postupem pfipravy zdkladniho roztoku

testovanych latek.

e Ptiprava zdkladniho roztoku enzymu — a-glukosidasy

o

Na analytickych vahach bylo navazeno do oznacené 1,5ml mikrozkumavky
dostacdujici mnozstvi enzymu (pfiblizné 1 mg).

Toto mnoiZstvi se v poméru 1:1 naredilo fosfatovym pufrem na zakladni roztok
o koncentraci 0,625 U/ml.

Vznikly roztok byl pomalym otacenim uzaviené mikrozkumavky
homogenizovan.

Tento zakladni enzymovy roztok byl po homogenizaci uloZzen

do polystyrenové uzaviratelné nadoby s ledem.

Pfed kazdym mérenim byl ze zdkladniho roztoku pfipraven Cesrtvy roztok
enzymu: vzalo se 25 ul zakladniho roztoku a smichalo s 943 pl fosfatového

pufru.

5.6.2 Metodicky postup stanoveni inhibice a-glukosidasy *>%

e Do oznacené mikrotitracni desti¢ky bylo napipetovano multikanalovou pipetou

prislusné mnozstvi pufru:
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o sloupcel,2,3-110 ul;
o sloupec4—120 pl.
e Nasledné bylo do radkd A-F napipetovano 10 pl testované latky (testovanych latek)
o pfislusnych koncentracich.
e Do fadku G bylo napipetovano 10 ul akarbosy o zvolené koncentraci.
e Do jamek posledniho radku s oznacenim H bylo napipetovano pouze 10 ul cistého
DMSO (kontrolni vzorky).
e Dalsim krokem bylo ptidani ¢erstvého roztoku enzymu o objemu 10 pl do jamek
ve sloupcich Cislo 1-3 (4. sloupec = slepé vzorky).
e Do kazdé jamky bylo poté multikandlovou pipetou pfiddano 100 ul pufru.
e Tésné pred vloZzenim mikrotitra¢ni desticky do spektrofotometru bylo do kazdé jamky
pfidano za pomoci multikanalové pipety 20 pl pNPAG.
e Nasledné byla spektrofotometrem v jednotlivych jamkdach desticky namérena
absorbance pfi vinové délce 405 nm.

e Rozdilnost v obsahu jednotlivych jamek je shrnuta v tabulce €. 2.

Sloupec ¢. 1 | Sloupec¢. 2 | Sloupec €. 3 | Sloupec¢. 4

Radek A
Radek B
Radek C
Radek D
Radek E
Radek F
Radek G
Radek H

Testovana latka €. 1 — snizZujici se koncentrace
Testovana latka €. 2 — snizZujici se koncentrace
Akarbosa

DMSO

a-glukosidasa

Tabulka €. 2: Schématické znazornéni jamek mikrotitracni desticky pfi stanoveni inhibice a-glukosidasy.
Ve vSech jamkach je 210 ul fosfatového pufru, 20 pl pNPAG a 10 pl prislusné testované latky (fadek H pouze
rozpoustédlo DMSO). V jamkach bez a-glukosidasy je jeji objem 10 pl nahrazen fosfatovym pufrem.
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6. VYSLEDKY

6.1 Matematické stanoveni vysledkii
Data ziskana z programu Hidex Sence byla zpracovana v programu Microsoft Excel.

Spektrofotometrické méfeni inhibice enzymatické aktivity probihalo po dobu 6 minut, aby

bylo moZné odfiltrovat pfipadny vliv absorbance testovanych latek.

Kinetika enzymatické reakce byla linedrni. Diky tomu bylo moZné pomoci linedrni
regrese stanovit smérnice pfimek vztahu mezi absorbanci a ¢asem odpovidajici enzymatické
reakci. Ze ziskanych smérnic byla dle Rovnice ¢.1 vypocitana mira inhibice enzymu pro
negativni vzorek (pouze rozpoustédlo, tj. maximalni rychlost enzymatické reakce), pozitivni
kontrolu (akarbosu) a danou testovanou latkou o zvolené koncentraci. Konecny vysledek byl
stanoven jako prlmér ze tfi hodnot miry inhibice * smérodatna odchylka vypocitana dle

Rovnice ¢.2.

ky — K,
x[%]=1-—2%
kK - kKs
Rovnice ¢. 1

X — % inhibované aktivity enzymu

kv —smérnice pro rychlost enzymatické reakce testovaného vzorku stanovena podle zmény
absorbance vzorku v ¢ase

kvs — smérnice pro narust absorbance daného vzorku bez pfitomnosti enzymu (slepy vzorek)
kx — smérnice maximalni rychlosti enzymatické reakce (enzym + rozpoustédlo)

ks — smérnice pro narUst absorbance kontrolniho vzorku bez pfitomnosti enzymu (slepy
vzorek) — tato hodnota byla ve vSech ptipadech 0, ale pro Uplnost je zahrnuta do tohoto
vzorce

Rovnice ¢. 2

X — % inhibované aktivity enzymu
X —pramér % inhibované aktivity enzymu z jednotlivych méreni
n — pocet hodnot
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6.2 Statistické zhodnoceni vysledku
Vysledky méreni jsou zobrazeny jako priimér + smérodatna odchylka vypocitana

podle Rovnice €.2. Porovnani uc¢inkl probéhlo pomoci srovnani 95% konfedencnich intervall

kfivek vztahu mezi ucinkem (tj. inhibici enzymu) a koncentraci testované latky.

6.3 Grafické znazornéni vysledki s vyuzitim 95% konfiden¢nich intervalt
V grafech na Obr. €. 29-35 jsou zobrazeny inhibi¢ni kfivky pro vSechny testované

latky. Pro pfesnéjsi zhodnoceni inhibi¢ni aktivity bylo vyuzito 95% konfidencnich intervald.
Tyto intervaly oviem nejsou uvedené u nékterych latek, které akarbosu inhibovaly

nedostatecné.

100+ -~ hesperetin
hesperidin

inhibice enzymové aktivity
(%)

koncentrace flavonoid( /uM/

Obrazek €. 29: Grafické znazornéni zavislosti inhibi¢ni aktivity hesperetinu a hesperidinu na jejich koncentraci
s pouZitim 95% konfidencnich intervall

Inhibi¢ni aktivita samotného aglykonu hesperetinu je dle Obr. €. 29 vyssi, nez inhibi¢ni
aktivita glykosidu hesperidinu. Zatimco kfivka hesperetinu plynule roste a pfi koncentraci
100 uM ma jiz hodnotu inhibice enzymové aktivity vice nez 50 %, hesperidin pfi této
koncentraci nevykazuje témér Zzadnou aktivitu. Pfi dvojndsobné koncentraci obou latek
dochazi u hesperetinu k narUstu inhibi¢ni aktivity na pfiblizné 80 %, zatimco aktivita

hesperidinu stagnuje.
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100+ -+ naringenin
-6~ naringin

inhibice enzymové aktivity
(%)

koncentrace flavonoid( /uM/

Obrazek €. 30: Grafické zndzornéni zavislosti inhibi¢ni aktivity naringeninu a naringinu na jejich koncentraci
s pouZzitim 95% konfidencnich interval(

Velmi podobné schéma je mozné vidét na Obr. €. 30, kde aglykon naringenin vykazuje
vy$si inhibi¢ni aktivitu nez jeho glykosid naringin. | zde je tedy patrnd vyhoda necukerné
struktury. Zatimco kfivka naringeninu plynule stoupad a jiz v koncentraci 100 uM ma hodnotu
enzymové inhibic¢ni aktivity ptiblizné 50 %, kfivka naringinu nestoupa a jeji hodnoty

se pohybuji v rozmezi pfiblizné 0-10 %.
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Obrazek €. 31: Grafické znazornéni zavislosti inhibi¢ni aktivity taxifolinu, katechinu a epikatechinu na jejich
koncentraci s pouZitim 95% konfidencnich interval(

Dle Obr. €. 31 inhibi¢ni kfivky katechinu a epikatechinu s rostouci koncentraci

nenarUstaji, ale zlstavaji linearni. Z hlediska izomerie se zda byt mirné ucinnéjsi trans
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usporadani katechinu, ovsem ani jeho mira inhibi¢ni aktivity neni dostacujici a pohybuje se
okolo 20 %. Taxifolin, jehoZ struktura je az na ketoskupinu v poloze C4 totozna, ma inhibicni
aktivitu o néco vyssi. Jeho inhibicni kiivka ovsem zacina narlstat az v koncentraci pfiblizné

50 uM a jeji narust je pozvolny.

100- -~ baikalin
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Obrazek €. 32: Grafické znazornéni zavislosti inhibi¢ni aktivity baikaleinu a baikalinu na jejich koncentraci
s pouzitim 95% konfidencnich intervalll

Také Obr. €. 32 ukazuje nevyhodu ptipojené glykosidové struktury na flavonoidovém
aglykonu. Kfivka flavonu baikaleinu dle grafického znazornéni mirné pfevysuje inhibiéni
kfivku baikaleinu, ovsem jejich konfidencni interval se ¢astecné prolind aZ do koncentrace
priblizné 60 uM. Inhibi¢ni aktivita baikaleinu o koncentraci 200 uM ale dosahuje témér 90 %,

zatimco baikalin pouze pfiblizné 30 %.
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Obrazek €. 33: Grafické zndzornéni zavislosti inhibi¢ni aktivity luteolinu, chrysinu a diosminu na jejich
koncentraci s pouzitim 95% konfidencnich interval(

Z Obr. €. 33 je patrné, zZe luteolin disponuje dobrou inhibi¢ni aktivitou. Kfivka jeho
inhibice spolu s 95% konfiden¢nim intervalem pomérné strmé stoupd a v koncentraci 100
UM dosahuje v podstaté 100 %. Oproti tomu flavony chrysin a diosmin vysokou inhibi¢ni
aktivitu nevykazuji. Diosmin, lisici se od luteolinu methylaci hydroxyskupiny na C4’

a glykosidovou strukturou, zacina projevovat inhibi¢ni aktivitu aZ v koncentraci pfiblizné
100 uM, pticemz jeho aktivita se ve vyssich zkoumanych koncentracich neukazuje byt
dostatecna. To plati také o chrysinu, ktery ani ve vysoké koncentraci nevykazuje slibnou

aktivitu. Oproti luteolinu postrada tato latka hydroxylové skupiny na kruhu B.
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Obrazek €. 34: Grafické zndzornéni zavislosti inhibi¢ni aktivity flavonu, 3-hydroxyflavonu, 5-hydroxyflavonu,
7-hydroxyflavonu a 7,8-dihydroxyflavonu na jejich koncentraci s pouzitim 95% konfidencnich intervald

Pfi porovnani ucinkl jednotlivych flavonoidd na Obr. €. 34 je zfejmy rozdil v inhibic¢ni
aktivité mezi disubstituovanym 7,8-dihydroxyflavonem a ostatnimi hydroxyflavony. Kfivka
7,8-dihydroxyflavonu plynule roste od koncentrace mensi nez 1 uM a v koncentraci 200 uM
dosahuije jiz vice nez 80 % inhibice enzymové aktivity. Monosubstituované flavony maji
inhibi¢ni aktivitu nizsi. Jako nejvice aktivni z nich se zda byt 3-hydroxyflavon, nasledovany
5-hydroxyflavonem a 7-hydroxyflavonem. VSechny tfi latky maji v koncentracich od pfiblizné
30 uM prolinajici se 95% konfidencni intervaly. Konfidencni interval 3-hydroxyflavonu se
navic az do koncentrace pfiblizné 40 uM prolina s konfidenénim intervalem
7,8-dihydroxyflavonu. Flavon, neobsahujici Zddnou hydroxylovou skupinu, nevykazuje vici

a-glukosidase aktivitu témér zadnou.
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Obrazek ¢. 35: Grafické zndzornéni zavislosti inhibi¢ni aktivity kempferolu, kvercetinu, rutinu,
trihydroxyethylrutinu a morinu na jejich koncentraci s pouzitim 95% konfidenénich intervall

Posledni graf (Obr. €. 35) zobrazuje tfi nejvice inhibi¢né ucinné latky. Nejvyssi
inhibi¢ni aktivitu ma kvercetin s péti hydroxylovymi skupinami v polohdach C3, C5, C7, C3’a
C4’. Je aktivni jiz ve velmi nizkych koncentracich a v koncentraci 10 uM dosahuje jiz témér
100% inhibi¢ni aktivity. Inhibi¢ni kfivky kempferolu a morinu jsou témér shodné a jejich
konfidenéni intervaly se v celé délce prolinaji. Jejich molekuly se lisi pouze v poloze C2’, kde
ma morin oproti kempferolu jednu hydroxylovou skupinu navic. Kfivky obou latek zacinaji
pred koncentraci 1 uM prudce stoupat a v koncentraci pfiblizné 100 uM jiz dosahuje jejich
inhibice enzymové aktivity 100 %. Tyto kfivky jsou strméjsi nez kfivka kvercetinu, ovsem ten
je aktivni jiz v nizSich koncentracich. Konfidenéni intervaly téchto tfi latek se v pfiblizné
20uM koncentraci zacinaji prolinat. DalSimi dvéma latkami zobrazenymi v grafu jsou
glykosidy rutin a troxerutin. Rutin je odvozeny od kvercetinu glykosylaci skrze
hydroxyskupinu v poloze C3. Tento flavonol vykazuje ve vys$sich koncentracich stale velmi
nizké hodnoty inhibi¢ni aktivity. Inhibi¢ni aktivita trihydroxyethylrutinu, ktery oproti rutinu
obsahuje trihydroxyethylové zbytky v polohach C7, C3’a C4’, v koncentracich vyssich nez

100 uM strmé nar(sta. Jeho hodnoty inhibi¢ni aktivity jsou také nizké.

6.4 Grafické porovnani inhibi¢ni aktivity vybranych flavonoidii a akarbosy
pri pouziti 95% konfidenc¢nich intervali
Nasledujici grafy (Obr. ¢. 36-39) zobrazuji inhibi¢ni kfivky dvanacti vybranych nejlépe

ucinnych flavonoidU a akarbosy, které jsou opatfeny 95% konfidencnimi intervaly pro
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dlkladnéjsi porovnani ucinku. Grafy méné ucinnych flavonoid(i s konfidenénimi intervaly se

pro prehlednost neuvedly.

naringenin
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taxifolin

' ¥
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inhibice enzymové aktivity
(%)

0 50 100 150
koncentrace flavanonu a flavanonolu /uM/

Obrazek €. 36: Srovnani inhibic¢ni Gcinnosti hesperetinu, naringeninu a taxifolinu s akarbosou pfi pouziti
95% konfidencnich intervall
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Obrazek €. 37: Srovnani inhibi¢ni U¢innosti baikalinu, 7-hydroxyflavonu a 5-hydroxyflavonu s akarbosou pfi
pouziti 95% konfidencnich intervall
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Obrazek €. 38: Srovndni inhibi¢ni ucinnosti luteolinu, 7,8-dihydroxyflavonu a baikaleinu s akarbosou pfi
pouziti 95% konfidencnich intervalQ
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Obrazek €. 39: Srovnani inhibic¢ni uc¢innosti kempferolu, morinu a kvercetinu s akarbosou pfi pouZiti
95% konfidencnich intervall

Z graf(i je zfejmé, Ze inhibi¢ni aktivitou vyssi nez akarbosa disponuje pouze 6
testovanych latek. Nejlepsi ucinek ma kvercetin, nasledovany kempferolem a morinem (Obr.
¢. 39). V. mérenych koncentracich se jejich konfidencni intervaly viibec nesetkavaji
a poukazuji na schopnost téchto flavonoidd ucinkovat na rozdil od akarbosy jiz ve velmi

nizkych koncentracich.

Ctvrtym nejicinnéjéim flavonoidem je luteolin, jeho? konfidenéni interval je

v mérenych koncentracich stdle dosti vzdaleny od akarbosy (Obr. ¢. 38). O trochu nizsi uc¢inek
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vykazuje 7,8-dihydroxyflavon, jehozZ konfidencni interval je v mérenych koncentracich
zobrazeny v priméru asi o 10 % vys nez konfiden¢ni interval akarbosy (Obr. €. 38).
Poslednim flavonoidem, jehoz inhibi¢ni kfivka prevysuje kfivku akarbosy, je hesperetin. Jeho
spodni hranice konfidencniho intervalu se témér potkava s horni hranici konfidenéniho
intervalu akarbosy (Obr. &. 36). U&inek tohoto flavonoidu tak mirné uginek akarbosy

presahuje.

Baikalein (Obr. €. 38) a naringenin (Obr. ¢. 36) maji kfivku inhibi¢ni aktivity vys nez
akarbosa, ovSsem jejich hranice konfidencnich intervall se ve velkém rozmezi koncentraci
prolinaji s konfidenénim intervalem akarbosy, coZ znamena, Ze je jejich ucinek srovnatelny.
Taxifolin (Obr. €. 36), baikalin, 7-hydroxyflavon a 5-hydroxyflavon (Obr. €. 37) maji v nizsich
koncentracich aktivitu s akarbosou témér shodnou, postupné se ovsem jejich narust inhibicni

aktivity zpomaluje a kfivky se od konfidenéniho intervalu akarbosy vzdaluji.
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7. DISKUZE

a-glukosidasa je podjednotkou enzymového komplexu s ndzvem maltasa-
-glukoamylasa (MGAM) a je jednim z Sesti kliCovych enzym, které umoznuji rozklad
sacharidové slozky potravy na jednotlivé do krve vstiebatelné monomery. a-glukosidasa
hydrolyticky Stépi pfevazné terminalni, neredukujici a-(1,4) vazané zbytky a-D-glukosy
s uvolnénim D-glukosy. Jeji fyziologicka funkce umoznuje rychly vznik jednotlivych
glukosovych monomerd, které se ndsledné vstiebavaji srze stfevni sténu do krve. V dlsledku

toho se v krvi ndhle zvysSuje glykemie, na coz organismus reaguje zvySenou produkci insulinu.

(23,24,96)

Rychly nar(st postprandialni glykemie ohroZuje pacienty trpici diabetickym
onemocné&nim. 8 7 toho dvodu byla vyvinuta antidiabeticka Ié¢iva inhibujici Géinek
a-glukosidasy, kterd zamezuiji priliSnému narlstu postprandialni glykemie a snizuji tak zatéz
na B-buriky slinivky bfini diabetickych pacientd. 2) Celkem se ve svété pouZivaji tfi inhibitory
a-glukosidas ®), oviem u nas je registrovana pouze akarbosa. Ta neni u pacient( p¥ilis
v oblibé kvili jejim nezddoucim Ucinkim zahrnujicim rdzné druhy gastrointestinalnich potizi.

()

Jisty inhibi¢ni Uc¢inek na a-glukosidasu byl zpozorovan u flavonoidl. Tyto pfirodni
polyfenolické latky, vyskytujici se v mnoha nasich pfrirozenych slozkach stravy (ovoce,
zelenina, ofechy, obiloviny, ¢aj) >29), jsou jiz od pradavna také nedilnou sou¢asti pfipravkd
tradicni ¢inské mediciny a jejich ucinky na nase zdravi se ¢im dal vice zabyvaji védecké prace
z celého svéta. *7) Flavonoidy jsou v podstaté netoxické latky a nékteré jsou jiz delsi dobu

soucasti dopliku stravy ¢i registrovanych IéCivych pfipravk(.

Jednim z téchto |éciv je také tradi¢ni rostlinny léCivy pripravek Diabetan®. Tato ¢ajova
smés obsahuje rostlinné drogy (Phaseoli fructus sine semen, Myrtilli herba, Salviae herba,
Galegae herba, Polygoni avicularis herba, Taraxaci radix cum herba, Rubi fruticosi folium,
Foeniculi amari fructus, Bardanae radix, Liquiritiae radix), jejichz uc¢inné latky , vykazuji
rtiznorodé mechanizmy ucinkt v preklinickych i klinickych studiich — zvysuji inzulinovou
sekreci, snizuji inzulinovou rezistenci, chrani pankreatické 6-buriky, snizuji hmotnost, upravuji

lipidovy profil, pozitivné ovliviiuji metabolismus tukové tkané, inhibuji a-glukosidasu, ptsobi
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jako antioxidanty a sniZuji riziko rozvoje pozdnich komplikaci diabetu”. °® JelikoZ jsou
flavonoidy ve vy$si mife obsazeny v 7 z 10 sloZek tohoto |éCivého ¢aje, ma hledani novych
potencialnich inhibitord a-glukosidas pfirodniho plivodu ve skupiné flavonoidi své

opodstatnéni.

Tato préce se zabyva vyzkumem dvaceti dvou vybranych flavonoid(i s potencidlem
inhibovat a-glukosidasu. Vysledky spektrofotometrického stanoveni inhibi¢ni G¢innosti
jednotlivych flavonoidl ukazaly, Ze pouze Sest z nich dosahlo Ucinku lepsiho nez standardni
lé¢ivo akarbosa. Tyto flavonoidy jsou kvercetin, kempferol, morin, luteolin,

7,8-dihydroxyflavon a hesperetin (Obr. €. 36, 38, 39).

Nejucinnéjsi z testovanych latek, kvercetin, inhiboval a-glukosidasu jiz ve velmi
nizkych koncentracich (Obr. €. 35, 39). Jeho inhibice dosahla pfiblizné 10 % v koncentraci
okolo 0,01 uM a v pfiblizné 10uM koncentraci uz jeho inhihibi¢ni u¢inek dosahl témér 90 %.
Druhy nejucinnéjsi flavonoid byl kempferol, jehoz ucinnost se témér shodovala s tfetim
nejucinnéjsim morinem (Obr. €. 35, 39). Obé tyto latky sice dosahovaly 100% inhibice
enzymové aktivity uz v koncentraci pfiblizné 100 uM, oproti kvercetinu oviem inhibovaly

a-glukosidasu z 10 % aZ v koncentraci okolo 1 pM.

Ctvrtym nejucinnéj$im flavonoidem byl luteolin. Jeho inhibiéni aktivita, podobné jako
u kempferolu a morinu, dosahla 100 % v koncentraci 100 uM (Obr. €. 33, 38). Oproti vyse
zminénym latkdm ovSem ucinek nastoupil az v koncentraci pfiblizné 5 uM. O trochu nizsi
ucinek vykazal 7,8-dihydroxyflavon, jehoz inhibi¢ni aktivita dosahovala v koncentraci 100 uM
pouze 80 % (Obr. ¢. 34, 38). Poslednim z Sesti nejucinnéjsich flavonoid( byl hesperetin, ktery

svymi namérenymi hodnotami jen mirné prevysoval ucinek akarbosy (Obr. €. 29, 36).

Mirny ucinek, v jistych koncentracich srovnatelny s akarbosou, mélo sedm latek —
naringenin, 3-hydroxyflavon, 5-hydroxyflavon, 7-hydroxyflavon, taxifolin, baikalin a baikalein
(Obr. ¢. 34,36-38). Zbylych devét latek (naringin, hesperidin, chrysin, flavon, diosmin, rutin,
trihydroxyethylrutin, epikatechin a katechin) vyznamny inhibi¢ni ucinek neprokazalo (Obr. €.

29-31,33-35).

Po porovnani vztahu mezi strukturou flavonoidd a mirou jejich inhibi¢niho Ucinku lze

vyvodit vliv jednotlivych klicovych strukturnich aspekt(i na inhibici a-glukosidasy.
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Z namérenych inhibi¢nich hodnot testovanych flavonoid( vyplyvd, Ze glykosidova struktura,
navazand v polohach C3 a C7 (Obr. €. 6, 8, 19, 27), vyznamné sniZuje inhibi¢ni Uc¢inek
pGvodniho aglykonu (Obr. €. 29, 30, 32, 35). Tento pokles mlzZe byt zplsobeny potiebou
neobsazenych hydroxylovych skupin v poloze C3 a C7 pro vznik vazby s enzymem ¢i
sterickym branénim vazby flavonoidu do malého aktivniho mista enzymu velkou molekulou

glykosidu.

Z hlediska hledani pozitivniho vlivu substituce na jednotlivych uhlicich je patrné,
Ze hydroxylova substituce zpravidla zvysuje inhibi¢ni aktivitu flavonoid(, coZ dokazuje
porovnani ucinku flavonu, 3-hydroxyflavonu, 5-hydroxyflavonu, 7-hydroxyflavonu
a 7,8-dihydroxyflavonu na Obrazku €. 34. Na kruhu A se zménou polohy hydroxylové skupiny
aktivita flavonoidd méni. U vSech flavonoidd s inhibi¢nim ucinkem vétSim nez ma akarbosa
se hydroxylova skupina v molekule vyskytuje v poloze C7 (Obr. €. 7, 17, 20, 24, 25, 26). Ta se
zda mit na ucinek silny vliv, jelikoz po navazani glykosylové struktury na jeji kyslik (viz vyse)
ztraci molekula velkou ¢ast své inhibi¢ni aktivity. Dalsi vyznamna hydroxylova substituce se
zda byt ta v poloze C5. Zde ma hydroxylovou skupinu navdzanou pét ze Sesti nejvice
ucinnych testovanych latek (Obr. €. 7, 20, 24, 25, 26). Inhibi¢ni potencidl nejspis ma
i hydroxylova substituce na uhliku C8, cozZ je patrné z rozdilu aktivit 7-hydroxyflavonu

a 7,8-dihydroxyflavonu na Obrazku €. 34. Vliv ma samoziejmé také pocet hydroxyld.

Z vysledk(l miry inhibice a-glukosidasy Ize usoudit, Ze vyznamnou roli hraje
pritomnost hydroxylovych skupin na kruhu B. Pfi porovnani struktury (Obr. €. 20,22) a ucinku
(Obr. €. 33) luteolinu a diosminu je patrna velka vyhoda této hydroxylové substituce. Rozdil
v UCinku mezi kvercetinem (Obr. €. 24) a kempferolem (Obr. €. 25) s morinem (Obr. €. 26)
na Obrdazku €. 39 ukazuje nejen pozitivni Uéinek hydroxylovaného kruhu B na inhibiéni
aktivitu flavonoidd, ale ukazuje také nejvhodnéjsi usporadani jednotlivych substituent(. Zda
se, ze hydroxylace v polohach C3’a C4" u kvercetinu je vhodnéjsi nez v polohdch C2'a C4’

u kempferolu nebo nez samotna hydroxylace v poloze C4" u morinu.

Vliv na ucinek flavonoidt ma také kruh C. Pfi porovnani miry ucinku luteolinu (Obr. €.
20) a kvercetinu (Obr. €. 24) na Obrazcich ¢. 38 a 39 je patrné, Ze 3-hydroxy substituce
zvysSuje a-glukosidasovy potencial flavonoidu. DalSim strukturalnim prvkem B kruhu, ktery

méni inhibi¢ni aktivitu flavonoid(, je nenasycena dvojna vazba mezi uhliky C2 a C3. Rozdil
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v aktivitach je zfejmy pti porovnani Ucinku flavonolu kvercetinu (Obr. €. 24) a flavanonolu
taxifolinu (Obr. ¢. 13) na Obrazcich ¢. 36 a 39. Jesté vétsi rozdil v inhibi¢nich aktivitach
muUzZeme najit mezi kvercetinem (Obr. €. 39) a katechinem s epikatechinem (Obr. ¢. 31).

Na rozdil od velmi G¢inného kvercetinu je inhibi¢ni aktivita katechinu a epikatechinu
nedostatecna. Tento velky rozdil je pravdépodobné zplsobeny rozdily na kruhu C. Nejen,
Ze epikatechin a katechin postradaji dfive zminénou dvojnou vazbu mezi uhliky C2 a C3, ale
navic jesté postradaji ketoskupinu v poloze C4 (Obr. 10,11), ktera se tudiz jevi jako dalsi

dllezity strukturalni prvek flavonoid( pfti inhibici a-glukosidasy.

Jednotlivé strukturni prvky majici vliv na inhibi¢ni ucinek vici a-glukosidase jsou

zaznaceny v nasledujicim Obrazku €. 40.

Obrazek ¢. 40: Vyznaceni duleZitych strukturdlnich prvkd na molekule flavonoidu (zelena barva znaci inhibicné
vyhodné substituce, Cervena barva znaci substituce nevyhodné)

Tyto strukturalni zavislosti podporuji i nékteré zahrani¢ni prace. %9190 proenca, C.,

M. Freitas, D. Ribeiro, et al. ve své prdci vztah struktury a ucinku hodnoti za uZiti testu

in vitro a in silico. Jejich prace povazuje hydroxylace v polohach C3, C5, C7, C8, C3'a C4' za
nezbytné pro vysoky inhibi¢ni Gcinek flavonoid(. Mezi dalsi nepostradatelné strukturalni
prvky podle nich patfi dvojna vazba mezi C2 a C3. Tyto zavéry se shoduji s vysledky této
prace. Jelikoz vSechny testované flavonoidy v zahranic¢ni praci obsahuji ketoskupinu v poloze
4, da se vyvodit, Ze i tuto skupinu povazuji za vyznamnou pro Ucinek, coz se opét shoduje

s vysledky této prace. S6hretoglu, D. a S. Sari ve své reSersni praci hodnoti dvojnou vazbu

mezi C2 a C3 a volnou hydroxylovou skupinu v poloze C4" na kruhu B jako klicové prvky pro
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vysokou inhibi¢ni aktivitu flavonoid(i. Dale poukazuje na kladny vliv hydroxylace v jakékoli
pozici, zejména ale na uhlicich C3 a C5. Zaroven prisuzuje glykosylaci téchto skupin negativni
vliv, stejné jako methylaci hydroxyl( v polohach C5 a C7. Jelikoz se tato prace zabyva opét
pouze latkami s ketoskupinou v poloze C4, Ize usuzovat, Ze je jeji pfitomnost pro inhibi¢ni
ucinek klicova. ResSersni prace tedy souhlasi s vysledky, které jsou uvedeny v této diplomové

praci. | dalsi reSersni prace sepsana autory Xiao, J., G. Kai, K. Yamamoto, et al. podporuje

vysledky této prace. ReserSe hodnoti jako kli¢ové prvky dvojnou vazbu mezi C2 a C3,
ketoskupinu v poloze C4 a hydroxyskupiny v polohach C3, C5, C7 a C4’. Poukazuje také na to,
Ze pokud dojde k hydrogenaci zminéné dvojné vazby nebo ke glykosylaci hydroxyl(

v polohdch C3 a C7, dojde ke snizeni aktivity vysledného flavonoidu. U¢inek zvy3uijici inhibiéni
aktivitu maji dle této resSersni prace hydroxylové substituce obecné, zejména ale v polohach

C6, C3'a 5.

Diky své dobré inhibi¢ni aktivité na a-glukosidasu mazeme flavonoidy povazovat
za latky, které by se daly vyuZit pfi Ié¢bé pacientl s onemocnénim diabetes mellitus. Jejich
spektrum ucinku zahrnuje i antioxidacni ucinky, které v lidském téle umoZznuji flavonoidim
plsobit kardioprotektivné a antiatheroskleroticky (39464960,76) ‘o7 je u diabetikl Zadouci.
PouZivat by se mohly jako doplriky stravy nebo doplfikova lé¢ba upravujici vstiebavani
glukosy do téla. Z inhibi¢niho potencialu flavonoidd by mohli tézit i pacienti s prediabetem ci

lidé s predispozi¢nimi faktory pro vznik diabetu.
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8. ZAVER

Tato diplomova prace dokazuje inhibi¢ni Uc¢inek flavonoid(i na enzym a-glukosidasu.
Bylo zjiSténo, Ze Sest z celkové dvaceti dvou testovanych flavonoid( disponuje vyssi inhibicni
aktivitou, nez bézné uzivané lécivo akarbosa, které bylo zvoleno jako standard.
Tyto flavonoidy jsou kvercetin, kempferol, morin, luteolin, 7,8-dihydroxyflavon a hesperetin.
Na rozdil od akarbosy, ktera projevovala inhibi¢ni uc€inek na enzym az ve vyssich

koncentracich, flavonoidy prokdzaly inhibi¢ni aktivitu jiz v koncentracich nizsich.

Soucdsti této diplomové prace byla také analyza vlivu strukturnich aspektl flavonoida
na vysi inhibi¢ni aktivity. Pfi porovnani tohoto vztahu bylo zjisténo, Ze substituce
hydroxylovymi skupinami obecné zvysSuje inhibi¢ni potencial flavonoid(. Nejvétsi pozitivni
vliv mda hydroxylace v polohdach C3, C5, C7, C8, C3’a C4’. Inhibi¢ni potencial taktéz zvysu;ji
ketoskupina na uhliku C4 a nenasycend dvojna vazba mezi uhliky C2 a C3. Naopak negativni

vliv na ucinek flavonoid(i ma glykosylace.

Zavérem lze fici, Ze flavonoidy se jevi jako vhodné v potravé prirozené se vyskytujici
inhibitory a-glukosidasy. Pro podporu téchto vysledkd je ovsem za potrebi dalSich testu

in vitro na sav¢i a-glukosidase.
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10. ZDROJE OBRAZKU A TABULEK

Obrazek €. 1: Chemicka struktura akarbosy vytvorend v programu ChemDraw.

Obrazek €. 2: Struktura intestindlniho enzymu a-glukosidasy (3.2.1.20) s navdzanou
akarbosou v aktivnim misté; prevzato a upraveno — JIANG, J. a S. GHOSH. Glucosidase. RCSB
Protein Data Bank [online]. ISSN 1234-432X.

Obrazek €. 3 — 28: Chemické struktury jednotlivych flavonoidu a jejich zakladnich struktur
vytvorené v programu ChemDraw.

Obrazek ¢. 29 — 35: Grafické zndzornéni zavislosti inhibi¢ni aktivity flavonoid( na jejich
koncentraci s pouzitim 95% konfidencnich intervalll. Vytvofeno v programu GraphPad.
Obrazek €. 36 — 39: Srovnani inhibi¢ni G¢innosti vybranych flavonoidd s akarbosou pfi pouZiti
95% konfidencnich interval(. Vytvoreno v programu GraphPad.

Obrazek €. 40: Vyznaceni dllezitych strukturalnich prvk( na molekule flavonoidu. Vytvoreno

v programu Chemdraw.
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