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Med je biogénny stopovy prvok, ktory je v ludskom tele sicastou niekolkych enzymov
a proteinov. Schopnost medi menit oxidacny stav je zasadny pre jej biologické funkcie a
umoznuje enzymatické redoxné reakcie v organizme. Homeostaza medi je v [udskom tele
prisne regulovana, pretoze jej narusenim moze dojst k toxickému pdsobeniu medi.

Flavonoidy su sekundarne metabolity rastlin, ktoré su beznou sucastou nasej stravy a
ich konzumacia ma pozitivne G¢inky na nas organizmus. Za urcitych podmienok vsak mézu mat
tiez pro-oxidaéné pbsobenie, ktoré suvisi s ich schopnostou redukovat idny prechodnych
kovov. Flavonoidy su v ludskom tele masivne metabolizované eSte pred dosiahnutim
systémového obehu na malé fenolické latky, medzi ktoré patria aj benzoové kyseliny.

V ramci tejto diplomovej prace bolo testovanych sedem derivatov kyseliny benzoovej.
Pomocou HPLC metddy sme stanovili ich vplyv na produkciu hydroxylovych radikalov
vznikajucich pocas medou-katalyzovanej Fentonovej reakcie pri dvoch (pato)fyziologickych
hodnotach pH (4,5 a 7,5). Najvyssiu antioxidacnu aktivitu pri oboch hodnotach pH vykazovala
kyselina 2,4-dihydroxybenzoova. Naproti tomu kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova a kyselina
benzoylaminooctova vykazovali pro-oxidacny ucinok.

Nasledne bolo k overeniu antioxidacného alebo pro-oxidaéného posobenia
testovanych latok pouzité stanovenie vplyvu na medou-navodenu lyzu potkanich erytrocytov.
Ani jedna z testovanych zlG¢enin nebola schopna ochranit potkanie erytrocyty pred toxicitou
medi. Naopak kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova a kyselina 3-hydroxybenzoova hemolyzu

este zhorsili.
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Copper is a biogenic trace element that is present in several enzymes and proteins in
the human body. The ability of copper to change its oxidation state is essential for its biological
functions and enables enzymatic redox reactions in the organism. Homeostasis of copper is
strictly regulated in the human body as its disruption can lead to the toxic effects of copper.

Flavonoids are secondary plant metabolites that are a common part of our diet and
their consumption has positive effects on our bodies. However, under certain conditions, they
can also have a pro-oxidative effect, which is related to their ability to reduce transition metal
ions. Flavonoids are massively metabolized in the human body before reaching systemic
circulation into small phenolic substances including benzoic acids.

Seven benzoic acid derivatives were tested as part of this thesis. Their influence on the
production of hydroxyl radicals arising during the copper-catalyzed Fenton reaction at two
(patho)physiological pH values (4.5 and 7.5) was determined using the HPLC method.
2,4-dihydroxybenzoic acid showed the highest antioxidant activity at both pH values. In
contrast, 2,4,6-trihydroxybenzoic acid and benzoylaminoacetic acid showed a pro-oxidative
effect.

Subsequently, the determination of the effect on copper-induced lysis of rat red blood
cells was used to verify the antioxidant or pro-oxidative action of the tested substances. None
of the tested compounds exhibited the ability to protect rat erythrocytes from copper toxicity.
On the contrary, 2,4,6-trihydroxybenzoic acid and 3-hydroxybenzoic acid led to the worsening

of hemolysis.
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1. Zoznam skratiek

Deoxyribonukleova kyselina

Tyrozin pribuzné proteiny

Monoaminooxidaza

Lyzyloxidaza

Superoxid dismutaza

Transportér divalentného kovu

Adenozintrifosfataza

Aktivny transportér medi 7A

Aktivny transportér medi 7B

Chaperdn pre ATP-azy ATP7A a ATP7B

Metalothionein

Glutathion

Reaktivne formy kyslika, z angl. reactive oxygen species
Syndrém okcipitalneho laloku

Chaperdn pre superoxid dismutazu

Chaperén pre cyklooxygenazu

Selektivni transportér medi, z angl. copper transporter 1
Wilsonova choroba, z angl. Wilson’s disease
Menkesova choroba, z angl. Menkes disease

Centralny nervovy systém

Parkinsonova choroba, z angl. Parkinsons disease
Alzheimerova choroba, z angl. Alzheimer disease
Koenzym A

Kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfénova
Laktatdehydrogenazova aktivita

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Kyselina 2,3-dihydroxybenzoova

Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova

Nikotinamid adenin dinukleotid



TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

DMSO Dimethylsulfoxid
DPPHe 1,1-difenyl-2-(2,4,6- trinitrofenyl)hydrazyl
ABTS+e 2,2’- azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)



2. Uvod

Med' je esencialny stopovy prvok, ktory sa ako sucast mnohych enzymov a inych
proteinov vyskytuje vludskom tele. Kvéli svojej redoxnej aktivite sa podiela na Zivotne
dolezitych reakcidch, ako napriklad buneéné dychanie a odstrafiovanie volnych radikalov.
Hladina medi v organizme musi byt prisne regulovand, lebo pri poskodeni homeostatickych
mechanizmov sa mdZe zvysit koncentracia volnej medi, ktora sa nasledne podiela na tvorbe
reaktivnych foriem kyslika prostrednictvom Fentonovej a Haber-Weissovej reakcie a tym aj na
rozvoji oxidacného stresu.

Flavonoidy su sekundarne metabolity rastlin s polyfenolickou Strukturou, ktoré sa
nachdadzaju nielen v ovoci a zelenine, ale aj v napojoch rastlinného pévodu, ako je ¢aj a vino.
Flavonoidy prijimame vo forme potravy, a preto je dolezité, aby sme preskdumali ich pozitivny
vplyv na nas organizmus. Na zaklade predoslych epidemiologickych studii moézZzeme
predpokladat napriklad ich antioxida¢ny, kardioprotektivny a aj antiflogisticky Gcinok. Ich
antioxida¢nd aktivita sa pripisuje schopnosti vychytdvat volné radikaly, chelatovat idny
prechodnych kovov alebo inhibovat enzymy zodpovedné za tvorbu reaktivnych foriem kyslika.
Avsak niektoré flavonoidy vykazovali aj neziaducu pro-oxidacnu aktivitu, ¢o viedlo naopak
k zvySeniu koncentracie volnych radikalov.

Flavonoidy sa pred vstupom do systémového obehu vo velkej miere degraduju
vplyvom ¢revnej mikrofléry na jednoduché fenolické zluceniny. Radime sem derivaty kyseliny
benzoovej, uktorych bola v minulosti tiez pozorovand antioxidacnd ale aj pro-oxidacna
aktivita, v zavislosti na polohe a pocte hydroxylovych skupin naviazanych na benzénovom
jadre. Z tohto dovodu je tato diplomova praca zamerana na stanovenie vplyvu benzoovych

kyselin na medou-katalyzovanu Fentonovu reakciu a hemolyzu.



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Fyziologia medi

3.1.1 Med ako prvok

Med' je ¢ervenooranzovy kov, ktory patri medzi prechodné kovy. Latinsky oznacujeme
med’ slovom Cuprum, ¢o je odvodené od povodného popisu medi Cyprium aes, v preklade kov
z Cypru. V prirode sa vyskytuje v zmesi dvoch stabilnych a nerddioaktivnych izotopov %3Cu
a ®Cu. V periodickej sustave prvkov je med oznacena symbolom Cu a patri do skupiny I.B a je
v 4.peridde s atdbmovym Cislom 29. Je sucastou d-bloku a jeho elektrénova konfiguracia je
[Ar] 4st 3d%0 [1].

Je to uslachtily kov a medzi jeho vyznamné priemyselné vlastnosti patri vysoka
vodivost tepla a elektriny, kujnost, tvarnost a nizka kordzia. Tvori mnoiZstvo zlucenin
v oxidanom stave +1 ale najcastejSie sa vyskytuje vo forme +2. Za Specialnych okolnosti

mobzZeme pripravit aj zlu¢eniny trojmocnej medi [1].
3.1.2 Med v ludskom organizme

Med' je esencidlny stopovy prvok, ktory sa radi medzi treti najrozsirenejsi stopovy
prvok v tele po zinku a Zeleze [2]. Nachddza sa takmer v kazdej bunke tela a jeho najvyssia
koncentrdcia je v mozgu, peceni, srdci, ZI¢i a v oblickach. Taktiez aj kosti a svaly obsahuju velké
mnoZstvo medi, pretoZe tvoria velkd ¢ast nasho tela [3].

Pritomnost medi v organizme je klti¢ova pre spravny rast a vyvoj kosti, metabolizmus
cholesterolu a glukdzy, pri tvorbe spojivového tkaniva a délezity je aj pri kontraktilite
myokardu a vyvoji mozgu. Podiela sa na absorpcii a transporte Zeleza, teda podporuje tvorbu
cervenych krviniek a hemoglobinu. Vdaka schopnosti stimulovat imunitny systém je délezity
pri obrane proti infekciam [4]. TaktiezZ je dblezity pri bunkovom dychani, bunkovej proliferacii
a pri odstranovani volnych radikdlov. Med' nachadzajluca sa vo fyziologickych hladinach je
dolezitd pre spravne fungovanie organizmu, avsak pri nadbytku po6sobi toxicky. Preto nas
organizmus vyvinul mechanizmy na prijem, distribuciu, skladovanie a vylu¢ovanie medi [5].

NajcastejSie sa med nachadza v Zivych organizmoch vo forme mednych alebo

mednatych idnov. Mo6zZe pbsobit ako akceptor alebo donor elektrénov, teda prechadzat



z jedného oxidacného stavu do druhého, atym ma vyznam v redoxnych reakcidch a pri

odstraniovani volnych radikalov, o je jeden z mechanizmov pdsobenia antioxidantov [6].

3.1.3 Enzymy obsahujtice med' a ich uloha v organizme

Med' je nielen katalytickym kofaktorom pri redoxnych reakciach, ale vdaka svojej
elektréonovej Strukture je taktiez kofaktorom mnohych enzymov, katalyzujucich prenos
elektrénov, ktoré spolocne nazyvame kuproenzymy [5].

Cytochrém-c-oxidaza je koncovy enzym mitochondridlneho dychacieho retazca, ktory

sa nachadza na vnutornej membrane mitochondrii. Je zodpovedny za prenos elektrénov
z cytochrému c na molekularny kyslik a tym dochdadza k jeho redukcii na vodu. Sucasne posobi
aj ako proténova pumpa, ktorda umozni prenos proténov do medzimembranového priestoru,
¢im dochdadza k vytvoreniu elektrochemického gradientu, ktory sa pouZije na vznik energie vo
forme adenozintrifosfatu (ATP) [7]. Sklada sa z 13 podjednotiek a z toho su tri kédovane
mitochondridlnou deoxyribonukleovou kyselinou (DNA) a desat jadrovou DNA. Patri medzi
jedno z hlavnych regulacnych miest pre oxida¢nu fosforylaciu [8].

Tyrozindza je glykozylovand oxiddza dolezitd v procese prebiehajucom v epiderme
nazyvanom melanogenéza. Je to proces, pri ktorom sa produkuje pigment melanin
v melanozédmoch, ¢o su organely v melanocytoch [9]. Pri biosyntéze melaninu sa vyzaduje
pritomnost nielen tyrozinazy, ale aj tyrozin pribuznych proteinov (TYRP1 a TYRP2). Enzym je
zodpovedny za premenu  monofenolov na o-difenoly andsledne je oxidovany na
o-chinonové derivaty. Kone¢nym produktom je dopachinén, ktory je prekurzorom melaninu
zodpovedného za pigmentaciu pokozky, vlasov a oci [10].

Dopamin-B-hydroxylaza je esencidlny enzym, ktory katalyzuje posledny krok pri

biosyntéze neurotransmiteru noradrenalinu. Svojou pritomnostou umoZiiuje premenu
dopaminu na noradrenalin pomocou hydroxylécie, ktord je zavisld od Cu?*a askorbatu [11].

Monoaminooxidazy (MAO) patria medzi izoenzymy nachadzajuce sa na vonkajsej

mitochondridlnej membrane a delime ich na MAO A a MAO B. UmozZnuju oxidaénu deaminaciu
potravinovych aminov a monoaminovych neurotransmiterov, ako napriklad serotonin,
noradrenalin, dopamin a B-fenyletylamin [12]. MAO A sa nachddza v gastrointestindlnom
trakte, plucach, peceni a v placente. Medzi hlavné substraty radime biogénne aminy, ako je
napriklad dopamin a epinefrin, ktoré sa menia na odpovedajuce aldehydy. MAO B je v krvnych

dosti¢kach a medzi jeho substraty radime najma 2-fenyletylamin a benzylamin [13].
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Hefaestin je transmembranovd feroxidaza nachadzajuca sa na bazolaterdlnej
membrane enterocytov, ktord umoZniuje absorpciu Zeleza prijimaného potravou. V potrave
prijimame Zelezo bud ako hemovy komplex alebo ako nehemové Zelezo, ktoré sa pred
vstupom do enerocytov musi redukovat na Fe?*. Nasledne sa z enterocytov vylucuje do krvi vo
forme Fe3*, ¢o znamena, Ze sa najprv musi oxidovat pomocou hefaestinu [14].

Ceruloplazmin je sérova feroxidaza syntetizovana v peceni, ktord sa podiela na
udrziavani homeostdzy medi a Zeleza. Viac ako 90 % medi sa v sére nachadza vo forme
ceruloplazminu, ktory ju dodava tkanivdm pomocou transportérov v ich bune¢nej membrane.
Okrem toho ma tiez dolezitu ulohu aj pri oxidacii Zeleznatych idnov na Zelezité, ¢im napomaha
vazbe Fe3* na transportny protein transferin [15].

Lysyloxiddza (LOX) je enzym zodpovedny za kovalentné zosietovanie proteinov
extraceluldrnej matrice. Umoznuje oxidaciu lyzinovych zvySkov v elastine a kolagénne, ¢o
spbsobi stabilitu tychto proteinov. LOX vychadza z bunky ako preprotein a potom sa
proteolyzou premeni na aktivny enzym. DoéleZitou sucastou ich Struktiry je pritomnost
medeného a karbonylového kofaktoru [16].

Superoxiddizmutaza (SOD) patriaca medzi metaloenzymy sa nachadza v cytosole

a v mitochondridlnej medzimembrane. Jeho uloha spodiva v neutralizacii volnych radikalov,
a tym brdni rozvoju oxidacného stresu v tele. Katalyzuje premenu radikalu superoxidového
anionu na peroxid vodika a molekulu kyslika. Nasledne sa musi peroxid vodika redukovat na

vodu, pretoze pri nadbytku méze vytvarat reaktivne formy kyslika [17].

Tab. 1. Strucny prehlad enzymov obsahujucich med' a ich ucinok.

Enzymy Funkcia
Cytochrém-c-oxidaza Bunecné dychanie
Tyrozinaza Biosyntéza melaninu
Dopamin-B-hydroxylaza Biosyntéza katecholaminov
Monoaminooxidazy Syntéza neurotransmiterov
Hefaestin Transport Zeleza do obehu
Ceruloplazmin Transport medi a oxidacia Fe?*
Lysyloxidaza Tvorba kolagénovej a elastinovej siete
Superoxiddizmutaza Neutralizacia volnych radikalov




3.1.4 Prijem mediv potrave

Med' ako esencidlny prvok musime prijimat vo forme potravy. Odporucena denna
ddvka sa lisi podla veku jedinca. Doporuceny denny prijem vo veku od 0-6 mesiacov je
200 pg/den, u deti od 7-12 mesiacov je 220 pg/den, od 1-3 rokov je 340 ug/den, od 4-8 rokov
440 pg/den, od 9-18 rokov 700 pg/den a nad 18 rokov okolo 900 pg/deri. Potreba medi je
zvySend u Zien v obdobi gravidity a laktacie, kedy sa doporuceny denny prijem pohybuje okolo
1000 — 1300 pg/den [18].

Maximalna denna davka medi u dospelého cloveka je 10 mg/den, aby sme predisli
pripadnej toxicite. Toxicita medi spésobena zvySenym prijmom v potrave vsak nie je casta
vdaka mechanizmom na udrzanie jej homeostazy. Celkovy obsah medi u dospelého ¢loveka sa
pohybuje okolo 100 mg [18].

Obsah medi v potravinach sa liSi na zaklade lokality, kvality pédy, pouzitych hnojiv
a inych faktorov vyuZivanych pri pestovani. Aj na zaklade vplyvu tychto faktorov pokladdame za
dobré zdroje medi vnutornosti, orechy, ale aj obilniny a ovocie. Nizke mnozstva medi obsahuje
mlieko a mlie¢ne vyrobky. Zdrojom medi mozZe byt aj pitna voda, v ktorej sa mnoZstvo medi

liSi podla zloZenia a podla pritomnosti medeného potrubia [19].

Tab. 2. Priblizny obsah medi v potravinach [19].

Potraviny Obsah medi (mg/kg)
Mlieko 0,1-0,88
Jablka 01-23
Pecen 157,0

Zemiaky 0,48 -16,0
Mrkva 0,37-0,62

Paradajky 0,1-3,4
Banany 0,7-3,0
Tuniak 0,1-1,2
Losos 0,5-0,8
Krevety 2,0-29




3.1.5 Absorpcia medi

Med' prijimana v potrave sa najviac vstrebava v hornej ¢asti tenkého ¢reva nazyvanej
dvandstnik. Med' sa absorbuje do enterocytov najma cez energeticky nezdvisly transportér
CTR1, ktory sa nachadza na ich apikalnej strane. Ten prenasa med' len vo forme Cu*, a preto
sa musi pred absorpciou redukovat z formy Cu?*, v ktorej sa nachadza v potravinich [20].
Absorpcia medi potravou zdavisi od celkovej koncentracii medi v organizme a od mnoiZstva
medi v potrave. Ak prijimame menej ako 1 mg medi denne, tak sa absorpcia pohybuje nad
50 %, ale pri prijme nad 5 mg denne je absorpcia menej ako 20 % [21].

Med' sa absorbuje do enterocytov na apikdlnej strane a vyluc¢uje sa na bazolaterdlnej
pomocou transportéru ATP7A do portalnej Zily, kde sa viaZe primarne na plazmaticky protein
albumin, pripadne na transkuprein a ndsledne je transportovand do pecene. Pecen je
doélezitym organom pri regulacii systémovej homeostazy medi. Med sa vstrebdva do
hepatocytov pomocou transportéru hCTR1 a nasledne sa rozhoduje, ¢i bude skladovana
v hepatocytoch, alebo sa vyluci do krvnej plazmy, kde sa viaze na plazmatické proteiny ako
ceruloplazmin pripadne albumin a je distribuovana do buniek na periférii [20].

Nase telo je schopné kontrolovat mnoZstvo medi v organizme, a to bud zniZzenou
absorpciou v ¢revach alebo zvySenym vylucovanim [22]. Aby sme predisli nadbytocnej
koncentracii medi v bunkach, dochadza u dospelého jedinca k vyluceniu v priemere 0,5 - 1,3
mg medi denne [23]. O mnoZstve vylicenej medi z organizmu rozhoduju taktiez hepatocyty,
ktoré pomocou transportéra ATP7B transportuju nadbytok medi do ZI¢e s ciefom jej vylucenia.
V nepatrnom mnozstve sa mdze vylucit aj moéom [22].

Délezitou sucastou pri absorpcii medi je pritomnost transportného proteinu CTR1,
ktory je dolezity nielen pri prijme medi v potrave ale aj pri periférnej distribucii, ¢im pozitivne
ovplyviuje vyvoj organizmu [24]. Strukturalne sa sklada z troch transmembranovych domén,
ktoré su zlozené z identickych monomeérov a kazdy z nich pozostava zo 190 aminokyselin.
Pozostdva z C-konca, ktory je otoceny intracelularne a obsahuje najma aminokyseliny cystein
a histidin. Na extraceluldarnej strane sa nachadza N-koniec proteinu, ktory sa N- aO-
glykozylaciou chrani pred proteolyzou. V buneénej membrane vytvara tento transportér pér,
¢im ulahcuje vstup medi do bunky. Transportna aktivita CTR1 nie je ovplyvnena zinkom ani

inymi dvojmocnymi kovmi [25].



Absorpcia medi z potravy je umoZnena z enterocytov nielen pomocou uz zmieneného
transportéra CTR1, ktory prenasa len monovalentné kovové iony, ale taktiez aj transportérom
divalentného kovu 1 (DMT1), ktory ma nespecificku afinitu k dvojmocnym kovom medzi, ktoré

patria Fe?*,Cu?* a Zn?* idny [24].
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Obr. 1. STRUKTURA TRANSPORTNEHO PROTEINU CTR1. CTR1 sa sklada z glykovaného N-konca
smerujuceho extracelularne, troch transmembrdnovych pérov a C-konca smerujuceho

intracelularne [26].
3.1.6 Homeostaza medi v bunke

Po vstupe redukovanej medi do bunky cez vysokoafinitny transportér CTR1 sa med'v
mensej miere viaZe na glutathion (GSH) za vzniku komplexu a ¢ast medi sa viaze na medené
chaperény ATOX1, CCS a COX17, ktoré v bunke sldZia na dodanie medi k intraceluldarnym
proteinom. V bunke sa za fyziologickych podmienkach vyskytuje volna med' zriedkavo, ¢im sa
brani vzniku volnych radikalov [27].

Glutathion sa Strukturdlne radi medzi tripeptidy a je zloZzeny z L-glutamyl-L-
cysteinyl-glycinu. Je to bunkovy antioxidant nachadzajici sa hlavne v cytosole
a v mitochondriach, ktorého syntéza prebieha v dvojkrokovom procese s vyuzitim ATP. Zistilo
sa, ze GSH reguluje nielen vstup medi do buniek, ale taktiez udrzuje intracelularnu homeostazu
medi. Po vstupe medi do bunky je GSH jej prvym akceptorom, ¢im potlaca toxicitu medi.
Nasledne je vytvoreny komplex medi s GSH doddvany bud medenym chaperéonom alebo

metalothioneinu (MT) [27].



MT je nizkomolekuldrny cytoplazmaticky polypeptid s vysokou afinitou k dvojmocnym
a monovalentnym prechodnym kovom. Vo svojej Strukture obsahuje najma cystein a jeho
hlavna uloha spociva v reguldcii a kontrole volnych iénov kovov, ¢im chrani bunku proti
poskodeniu, ale nema priamu ulohu pri ich absorpcii. Je charakteristicky vysokou afinitou
nielen k mednatym a zino¢natym idénom, ale v men3ej miere je schopny viazat aj Cd?* a Hg?*,
¢im udrzuje ich homeostazu a brania vzniku oxidacného stresu [28].

ATOX1 je cytosolicky protein, ktorého Struktura sa po naviazani medi nemeni, ale sa
stdva pevnejsia. Jeho Uloha spociva v dodavani medi do Cu-transportujucich ATP-az typu P,
a to ATP7A a ATP7B, ktoré sa nachadzaji na membrane trans-Golgiho siete. Ulohou ATP-4z je
premiestnit med'z cytosolu do lumenu sekre¢nej drahy pomocou energie ziskanej hydrolyzou
ATP. Nasledne dochdadza k za¢leneniu medi do kuproenzymov naviazanych na plazmaticke;j
membrane a jej vylucenie z buniek do extraceluldrnej tekutiny. Okrem biosyntetickej tlohy ma
ATP7B aj ulohu homeostatickd, tym Ze zacleriuje ceruloplazmin do Zl¢e, ¢o vedie k vyluceniu
prebytoénej medi z bunky [25].

CCS je zlozeny z troch odliSnych domén, ktoré sa skladaju z N-terminalnej domény
obsahujucej vizbové miesto pre med. Daldiu ¢ast medeného chaperénu tvori centrélna
doména, ktord ma sekvencni homoldgiu ako cielovy protein SOD1 a poslednu ¢ast CCS tvori
C-termindlna doména, ktord umozniuje prenesenie medi do SOD1 [29]. Je to rozpustny
protein, ktory obsahuje 274 aminokyselinovych zvyskov a primarne sa nachadza v cytosole,
ale v malom mnoizstve aj v mitochondriach a v peroxizomoch. Jeho ulohou je nielen zaélenit
med do enzymu SOD1, ale taktiez aj vytvorit disulfidova vazbu, ¢im ulahéuje vstup SOD1 do
mitochondrii [25].

COX17 je rozpustny protein s nizkou molekulovou hmotnostou, ktory sa nachadza
v cytosole a v medzimembranovom priestore. Je schopny viazat len urcité kovové idny, ako
napr. Zn** alebo Cu*, ¢&im sa dokazala jeho vysokd $pecifickost. Ma jedno vidzbové miesto
tvorené dvoma po sebe idUcimi zvyskami cysteinu a jeho Uloha spociva v prenose medi do
cytochrom-c-oxidazy potrebnej na udrzanie homeostdzy medi a pri bunkovom dychani

v mitochondridch [30].

10



Cy™ Cu*

- Reductase @
8
&

2
wegh — o — il — &
GSH o / . "

SN
Na@

Mitochrondria
.
“‘ﬂ""\.._‘h-‘ :. -
- -\

Mucleus ATFTA i ATPTE
Blood @ & % ® e Bile
@ o
[ ) [ ]

@ L] @ =

Obr. 2. METABOLIZMUS MEDI V BUNKE. Med' prechdadza do buniek vo forme Cu* pomocou
transportéra CTR1. Nasledne su idny medi v cytosole reverzibilne viazané metalothioneinom
do komplexu Cu-MT alebo po vazbe na medené chaperdny CCS, COX17 a ATOX1 su prenesené
do rbéznych bunkovych kompartmentoch, ako je Golgiho aparat, mitochondrie
a cytoplazmatické retikulum, kde sa med' nasledne zaclenuje do intracelularnych proteinov.
ATP7A je zodpovedny za transport prebytocnej medi z bunky do krvnych ciev a ATP7B

transportuje Cast prebytocnej medi do ZI¢e, ktora je nasledne vylucéena z organizmu [31].
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3.2 Patoldgia medi

Nase telo je schopné kontrolovat koncentraciu medi v tkanivach, a to bud’ zniZzenou
absorpciou v ¢revach alebo zvySenym bilidrnym vylu¢ovanim. Cielom tychto mechanizmov je
zabranit vzniku nedostatku alebo nadbytku medi v organizme, atym predchdadzat vzniku

réznych patolégii [22].
3.2.1 Nadbytok medi v organizme

Nadbytoéné mnoZstvo medi vyvolava nielen oxidacny stres, ale aj poSkodenie DNA.
Toxikézu medi delime na primarnu, ak je pri¢inou vzniku dedi¢ny metabolicky defekt alebo na
sekundarnu, ak je sp6sobena vysokym prijmom alebo zvySenou absorpciou medi v potrave,
pripadne znizenym vylu¢ovanim medi z organizmu [32]. Dal$ou pri¢inou méze byt poskodena
funkcia nadobli¢iek a pecene, ktoré su zodpovedné za tvorbu ceruloplazminu. Jeho
nedostatocnad tvorba nasledne spbsobi biologicki nedostupnost medi a jej hromadenie [33].

Akutna toxicita sp6sobena vysokym prijmom medi je velmi ojedinely jav, pretoze aby
sa prejavili symptomy otravy medi, je potrebné prijat mnozstvo medi v gramoch. Medzi
najéastejSie ciele akutnej toxicity patri gastrointestinalny, pecefiovy, renalny a
kardiovaskularny systém zahrnujuci symptomy, ako napriklad nevolnost, hnacku, Zltacku,
hematuriu, zlyhanie obli¢iek, tachykardiu, hypotenziu a bolest brucha. Medzi symptémy
chronickej toxicity medi patria prejavy WD a Menkesovy choroby (MD) [34].

Na zistenie zvySeného mnozZstva medi v tele sa pouziva analyza krvi, mocu a vlasov.
Sledujeme najma sérovu koncentraciu medi a ceruloplazminu, ktorého mnoistvo je

regulované v peceni na zdklade dostupnosti medi [33].
3.2.2 Nedostatok medi v organizme

Nedostatok medi sa vyskytuje nielen pri nedostatoénom prijme medi v potrave, ale aj
u jedincov so zvySenymi narokmi na med. NajcastejSie ide o pred¢asne narodené deti, ktoré
potrebuju pre urychlenie rastu zvySené mnoistvo medi, avsak ich peceriové zdsoby su nizke.
Taktiez nedostatok medi bol zisteny u fudi z rozvojovych krajin, ktoré trpia na podvyzZivu a aj
dlhodobé uZivanie zinku ako antagonistu medi spésobuje jeho sekunddrny nedostatok. Dal$ou
pri¢inou nedostatku medi je vyskyt malabsorpénych syndrémov a perzistujuci nefroticky

syndrém, ktoré su zodpovedné za zvysSené straty medi [22].

12



NajcastejSie sa nedostatok medi prejavuje anémiou a neutropéniou. V. mensej miere
sa mbZe objavit aj strata pigmentacie vlasov, zvyseny vyskyt infekcii, zmeny v metabolizme
cholesterolu a glukdzy, pripadne kardiovaskularne zmeny [35].

Za fyziologickych podmienok sa hladiny sérovej medi pohybuju v rozpati
10,1-24,6 umol/Il a u ceruloplazminu je to 180-400 mg/I. Tieto hladiny sa menia v zavislosti od
veku a pohlavia jedinca. Nameranim zniZzenych koncentrdcii medi a ceruloplazminu v sére
dokazujeme iba stredné az vysoké hladiny nedostatku medi. Na dokazovanie mierneho
nedostatku medi vyuZivame zniZenu aktivitu erytrocytovej SOD a cytochrému c v krvnych

dostickach [35].
3.2.3 Toxicita medi

Med sa za fyziologickych podmienok nachadza v organizme viazand na proteiny
alebo transportné molekuly, avSak pri poskodeni homeostatickych mechanizmov sa nachadza
vo zvysenej miere volnda vo forme Cu* alebo Cu?*. Volna med je pre na$ organizmus toxicka,
pretoze katalyzuje reakcie, pri ktorych dochddza k tvorbe vysoko reaktivnych foriem kyslika
(ROS), ¢o vedie k poskodeniu buniek, pripadne k bunkovej smrti [36].

Taktiez sa predpokladd vyznamnd uloha volnej medi ale aj Zeleza pri ischemicko-
reperfuznom poskodeni tkaniva. Tieto zistenia potvrdzuje vysoka koncentrdcia volnej medi a
eleza v koronarnom toku po predizenej ischémii, ktoré nasledne spdsobuji poskodenie
tkaniva [37].

Volnd med' tvori ROS nielen prostrednictvom Fentonovej a Haber-Weissovej reakcie,
ale taktiez svojou zvySenou koncentraciou v bunke sposobuje znizenu hladinu GSH schopného
viazat volnd med'v bunke. Nasledne sa nedostatkom GSH zvySuje katalyticka aktivita medi, ¢o
sa prejavi zvy$enou hladinou ROS. Cu?* sa pomocou prirodzenych redukénych ¢inidiel, medzi
ktoré patria kyselina askorbova a redukovany glutathion, alebo v pritomnosti superoxidového
anionu redukuje na Cu*. Ide o Haber-Weissovu reakciu (Reakcia 1) a nasledne dochadza k
Fentonovej reakcii, pri ktorej vytvoreny Cu* reaguje s peroxidom vodika za vzniku

hydroxylového radikalu, ktory je extrémne reaktivny (Reakcia 2) [38].

0y ~ + Cu?* > 0 + Cu* (Reakcia 1)
Cu* + H20; > OH' + OH™ + Cu?* (Reakcia 2)
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Vysledkom tychto reakcii su vysoké hladiny ROS v organizme, ktoré su zodpovedné za
peroxidaciu lipidov v membrdanach, oxidaciu proteinov a oxidacné poskodenie DNA a RNA. Ich
aktivitou dochadza k r6znym ochoreniam, ako je rakovina, neurologické poruchy, cukrovka,
aterosklerdza a iné [39].

Rovnako ako nadbytok medi aj jeho nedostatok je zodpovedny za zvySenu tvorbu ROS.
Nedostatkom medi dochadza k ovplyvneniu obranného systému tym, Ze sa znizuje aktivita
antioxidaéného enzymu SOD a zvySuje sa aktivita superoxidového aniénu. Aby sme chranili
bunky pred Skodlivymi vlastnostami ROS, vyvinul nas organizmus mechanizmy zodpovedné za

reguldciu prijmu, distriblcie a vyluc¢ovanie medi [40].

3.2.4 Dedi¢né ochorenia

V dosledku  vrodeného poskodenia génov kddujucich transportérov  medi
sprostredkujucich absorpciu alebo vyluCovanie medi zorganizmu dochadza k vzniku

Menkesovej a Wilsonovej choroby.

Menkesova choroba

Patri medzi multisystémové ochorenie, ktorého pric¢inou vzniku je mutacia v géne
kéddujucom membranovy protein ATP7A, atym dochadza k poruche metabolizmu medi.
ATP7A patri medzi transportéry ATP-azy typu P a podiela sa pri dodavani medi do enzymov
a taktiez pri vyluéovani nadbytocnej medi z bunky [41].

ATP7A sa nachadza v réznych bunkdach tela azlyhanim jej funkcie v enterocytoch
dochadza k znizeniu absorpcie medi z potravy do krvného obehu, ¢o mé za nasledok celkovy
nedostatok medi v organizme a zvySené hromadenie medi v ¢revach. To sa nasledne prejavuje
poskodenim mozgu, mentdlnou retardaciou, hypotdniou, poruchou spojivového tkaniva,
aneuryzmou aorty a inymi prejavmi nedostatku medi [42].

MD postihuje asi 1 zo 100 000 az 250 000 narodenych deti a kedZe ide o X-viazané
dedi¢né ochorenie, bude tymto ochorenim trpiet hlavne muzZska populacia [43].

Medzi prvé priznaky ochorenia patria riedke vlasy bez lesku, bleda a sucha pokozka a aj
spomaleny vyvoj dietata. TaktieZ sa mo6zZe objavit hnacka, zvracanie a ospalost. Tieto priznaky
sU nevyrazné a preto najCastejSie dochadza k diagnostikovaniu ochorenia az medzi tretim
a Siestym mesiacom Zivota dietata. Medzi oneskorené priznaky DM patri slepota a problémy
s dychanim [41].
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Ide o smrtelné ochorenie, ktoré ma rozne fenotypy. Pacienti s klasickou strednou az
tazkou formou MD vacsinou zomieraju do tretieho roka Zivota na infekciu alebo degeneraciu
neurdnov. Avsak existuje miernejsSia forma ochorenia, pri ktorej je zachovala urcitd funkcia
ATP7A, nazyvana syndréom okcipitalneho rohu (OHS) [41].

Po narodeni sa u dietata trpiacim na OHS objavuju neSpecifické priznaky ako hnacka,
Casté mocové infekcie a Zltacka, ¢o ma za nasledok, Ze sa ochorenie najcastejsie diagnostikuje
az vo veku 5 — 10 rokov. Medzi oneskorené komplikacie patri vyskyt kf¢ovych zil, aneuryzmy a
ortostatickej hypotenzie. OHS sa od inych foriem MD I[iSi vyskytom okcipitalnych rohov
a pacienti sa dozivaju aj 50 rokov [41].

Vyuzivame hlavne symptomaticku lie¢bu a cielom je prediZit a zvysit kvalitu Zivota
pacienta. V dosledku ochorenia dochadza k znizenym hladindm medi v tkanivach, preto je
dolezité podavat chybajiucu med bud subkutdnne alebo parenterdlne. Peroralne sa med
nepodava, pretozZe je nasledne zachytavana v ¢revach, a tym padom nedojde k jej absorpcii.
Medzi najucinnejSiu a najcastejsie pouzivanu zlu¢eninu medi patri med's histidinom. Pozitivne
vysledky lieCby zavisia najma od vcasného zacatia liecby aod ciastocne funkéného

transportéra ATP7A [41].

Wilsonova choroba

Je to dedi¢né ochorenie, pri ktorom dochadza k poruche metabolizmu medi, podobne
ako u Menkesovej chorobe. Rozdiely medzi nimi su v type zmutovaného transportéra av
lepSej progndze WD pri véasnej diagndze a ndslednej liecbe. WD je spbsobena mutdciou génu
kédujucom transportér medi ATP7B, ktory vyuzivame na odstranenie nadmerného mnozstva
medi z buniek. Preto pri poSkodeni jeho funkcie dochadza v organizme k hromadeniu medi,
a to najma v peceni a v mozgu [44].

Prvé priznaky ochorenia suvisia s toxickym pdésobenim medi na bunky v peceni a
v mozgu. Medzi symptdmy spojené s pecenou radime slabost, opuch néh a ascites. Symptémy
suvisiace s mozgom sa prejavuju zmenou osobnosti, svalovou stuhnutostou, problémom
s rozpravanim, Uzkostou a halucinaciami. Pre WD je charakteristické aj ukladanie medi
v rohovke, ¢o sa prejavi ako Kayser-Fleischerov prstenec [45].

U deti zacne asymptomatické obdobie ochorenia az medzi 8. az 18. rokom Zivota -
prejavuje sa pecefiovymi komplikaciami. Neurologické prejavy sa zacnu objavovat aZz po par
rokov od pecenovych [46].
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Medzi vyznamny, ale nie beZne dostupny diagnosticky test dokazujuci WD, patri
intravendzny test radiomedidlnej zataze, ktorym zistujeme zlyhanie inkorporacie medi do
ceruloplazminu. TaktieZ uzitoénym testom moze byt D-penicilaminovy provokacny test, ktory
sa vyuziva na diagnostiku najma u deti. V sicasnosti sa do popredia dostavaju genetické testy,
ktoré su schopné identifikovat jedinca trpiaceho WD aj behom asymptomatického obdobia,
¢o priaznivo ovplyviuje progndzu onemocnenia [46].

Nelie¢ena WD sp6sobuje smrt pacienta, a preto je doleZita vcasna diagnostika. Na
diagnostiku sa vyuZivaju okrem biopsie pecene aj krvné testy a testy mocu, kde sledujeme
znizené hladiny sérového ceruloplazminu a zvysené vylucovanie medi mo¢om. Avsak nie vidy
zmena tychto hladin znamend, Ze pacient trpi Wilsonovou chorobou. Asi u 50 % pacientov
dochadza na zdklade WD k ochoreniu pecene, ako napriklad chronickd hepatitida, cirhdza
a akutne zlyhanie pecene [47].

Po zisteni, Ze jedinec trpi WD, musime zacat s chelatacnou terapiou medi s
D-penicilaminom, trientinom alebo tetrathiomolybdenatom, ktorych ucinky sa prejavia az po
6 mesiacoch uzivania. Kvéli nizkemu vyskytu vedlajSich Ucinkov sa najcastejsSie vyuziva pri
terapii trientin, ktory zvysSuje vylu¢ovanie medi z organizmu. D-penicilamin sa uprednostiiuje
podavat pocas tehotenstva, pretoze nep6sobi na plod toxicky. DoleZité je tiez odporucit
pacientovi, aby znizZil prijem medi v potravinach a vylucil huby, ¢okoladdu, susené ovocie
a makkyse [45]. TaktieZz mOZeme pri lieCbe vyuZivat perordlne podavanie zinku, ktory nielenze
sutazi s medou o absorpciu v zaZivacom trakte, ale podporuje aj tvorbu endogénneho
chelatoru medi v enterocytoch, nazyvaného metalothionein, ktory brani vstrebdvaniu medi

do obehu [32].

NH,
S
HsC OH ’
N NH, o || o
HS HzN/\/ \/\H/\/ S=—Mo——S
CHs 0 ||
S
D-penicilamin Trientin Tetrathiomolybdenat

Obr. 3. STRUKTURY LIECIV POUZIVANYCH PRI TERAPII WILSONOVEJ CHOROBY.
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3.2.5 Neurodegenerativne ochorenia

Med' je dolezity pre spravny vyvoj a funkciu mozgu, pretoZe ako kofaktor mnoistva
enzymov prispieva napriklad k syntéze katecholaminov, aktivacii neuropeptidov a horménov,
a tiez chrani mozog pred Skodlivymi vplyvmi ROS. Obsah medi v mozgu je prisne regulovany,

pretoze zmeny jeho koncentracie vedu k vzniku neurodegenerativnych ochoreni [25].

Parkinsonova choroba (PD)

PD patri medzi druhé najcastejSie sa vyskytujuce neurodegenerativne ochorenie
prejavujice sa hlavne tymito symptomami: tras v pokoji, svalova stuhnutost, spomalené
pohyby nazyvané bradykinéza a akinéza a aj zmeny v drzani tela. Okrem zmien pohybovych
schopnosti pacienta je ochorenie spojené aj s autondmnou dysfunkciou, kognitivnou
abnormalitou, poruchou spanku, poruchami nalady a bolestou. Nastup ochorenia sa v
priemere pohybuje okolo veku 55 rokov [48].

Hlavnymi znakmi ochorenia je strata dopaminergnych neurdnov v substantia nigra
a taktiez vyskyt vlaknitych agregatov v Lewyho telieskach, ktoré wvznikaju premenou
rozpustného proteinu a-synukleinu [49].

Asi 5-10 % pacientov trpi ochorenim v désledku genetickej predispozicie a u zvySnych
pacientov je rizikovym faktorom hlavne vek a vplyv prostredia. Aj ked patogenéza ochorenia
nebola Uplne objasnend, predpoklada sa zasadny vplyv oxida¢ného stresu a mitochondridlne;j
dysfunkcie [50].

Niektoré sStudie tvrdia, Ze zvySena hladina medi sposobuje riziko vzniku PD, ale tato
tedria este nie je Uplne objasnena. Niektoré studie naopak tvrdia, Ze skor nizke hladiny medi
vedd kvzniku ochorenia. U pacientov sPD bola zistend nizsSia koncentrdcia medi
a ceruloplazminu v krvi v porovnani so zdravym jedincom rovnakého veku. A taktiez sa
dokazali aj znizené hladiny medi v oblasti mozgu substantia nigra u pacienta s PD [34].

Jednym z dévodov, preco sa predpokladd, Zze sa med podiela na patogenéze PD, je
prave jej oxidacno-redukéna vlastnost, vdaka ktorej dokaze tvorit ROS, a tym zvysSovat
oxidaény stres. Dal3ie analyzy poukazuju na schopnost a-synukleinu viazat med, ¢im dochdadza
k jeho konformaénej zmene, a to podporuje jeho fibrildciu a agregdcii za vzniku Lewyho

vvvvv

vytvaraju produkty poSkodzujuce DNA [48].
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Jednou z mozZnosti lieCby vysokych hladin medi u pacienta s PD sa predpokladalo
podavanie Specifickych cheldtorov, ktoré dokazu prejst cez hematoencefalicki bariéru.
Vysledky pokusov u mysi pri poddvani cheldtorov D-penicilaminu a dietylditiokarbamatu boli

vSak neuspokojivé, pretoze viedli k vzniku neurotoxicity [34].

Alzheimerova choroba (AD)

AD je typ demencie, ktord zhorsuje behaviordlne a kognitivne funkcie a naj¢astejsie sa
vyskytuje u ludi nad 65 rokov. Asi u 10 % fudi sa mbze ochorenie prejavit aj skor, ale tento jav
je nezvycajny. Ochorenie sa prejavuje najma zhorSenim pamati, jazyka, porozumenia,
uvazovania a usudku [51].

AD radime medzi progresivne neurodegenerativne ochorenie, ktorého pricinou vzniku
je vyskyt extracelularnych plakov zloZzenych z prirodzene sa vyskytujuceho B-amyloidného
peptidu, ktoré brania neurénom prendasat impulzy a zintraceluldrnych neurofibrilarnych
klbiek. Na zmiernenie symptdmov sa podavaju pacientom inhibitory acetylcholinesterazy
a antagonista receptoru N-metyl-D-aspartatu. Avsak ani ich podavanim nedokazeme zabranit
postupnej strate neurdnov a atrofii mozgu [52].

V amyloidnych plakoch sa zistila pritomnost nielen B-amyloidu, ale aj vysoka
koncentracia kovovych idnov, ako si med, zinok a Zelezo. DolezZité je hlavne znizit mnoZstvo
medi viazanej na B-amyloid, pretoZe po vizbe Cu?* idnov doslo k zmene podielu B-listu a
a-helixu v jeho Strukture, ¢o viedlo k jeho agregdcii. Taktiez sa zistilo, Ze zvySena koncentracia
Cu?* idnov v komplexe s B-amyloidom v pritomnosti redukénych Einidiel viedla k tvorbe
hydroxylovych radikalov pdsobiacich toxicky na neurény [53].

Predpokladalo sa, Ze jednou z moZnosti ako liecit AD je eliminovat Cu?*idny poddvanim
cheldtorov medi, avsak vysledky poukazali, Ze podavanie chelatorov medi mdze predist

ochoreniu, ale nedokaze ho vyliecit [53].
3.2.6 Ostatné ochorenia

Zmeny homeostazy medi sa podielaju nielen pri vzniku inych ochoreni, ale mézu
ovplyvriovat aj priebeh ochorenia. Bolo dokazané, Ze nizke hladiny medi mézu suvisiet
s vysSim rizikom vzniku kardiovaskularnych ochoreni, pretoZze med podporuje tvorbu
a dozrievanie ciev, ¢o vedie k angiogenéze a vaskularizacii. Novsie Studie ukazali, Ze vekom sa
koncentracia medi zniZuje v aorte av korondrnych artériach, nasledkom c¢oho dochadza
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v myokarde k zmendm v Strukturalnych, funkénych a biochemickych drahach, ¢o sa prejavuje
srdcovou hypertrofiou veducou k zlyhaniu srdca [54].

Taktiez nedostatocna hladina medi u ludi vedie kznizenym hladindm medenych
enzymov, ako je SOD, ktory ma antioxida¢né vlastnosti, ¢im zabrarnuje oxidacii lipoproteinov s
nizkou ale aj s vysokou hustotou, ¢o zohrdva délezitu uUlohu pri vzniku aterosklerdzy.
Nedostatok medi sa taktieZ podiela na zvySovani celkového cholesterolu, preto sa tymto
pacientom podava chybajica med vo forme potravinovych doplnkov. Avsak vysoké hladiny
idnov medi prave naopak vedu k tvorbe volnych radikdlov, ktoré spésobuju oxidaciu tychto
lipoproteinov, preto je déleZité udrzovat homeostazu medi [55].

Zvysend koncentracia ibnov medi v plazme sa nachddza aj u pacientov s diabetom, ¢im
sa dokdzalo, Ze zvySeny oxidacny stres spésobuje rozvoj a progresiu tohto ochorenia. Vdaka
redoxnym vlastnostiam medi dochadza ktvorbe volnych radikdlov, ktoré spo6sobuju
poskodenie DNA a peroxidaciu lipidov s naslednou bunkovou smrtou. PouZitim chelatora medi
trientinu zniZujeme riziko srdcového zlyhania ako nésledok diabetu. Daldou moznostou je
podavanie perordlneho antidiabetika metforminu schopného chelatovat prechodné kovy, ako
je med, a tym zniZovat vaskularne riziko [56].

Dalsim ochorenim, ktoré vyznamne ovplyviiuje koncentraciu medi v sére, je
aceruloplazminémia. Patri medzi autozomdlne recesivne ochorenia a prejavuje sa nizkou
alebo uUplnou stratou aktivity ceruloplazminu, ¢o ma za nasledok zvySené ukladanie Zeleza
vV mozgu a vo vnutornostiach a taktiez spdsobuje nizke koncentracie mediv sére. Medzi hlavné
symptémy ochorenia patri degeneracia rohovky, cukrovka, anémia a neurologické poruchy,
ako napr. ataxia. Pri terapii poddvame pacientom lieCiva desferioxamin, deferiprén
a deferasirox, ktoré st schopné chelatovat Zelezo, a tym znizovat jeho koncentréciu v sére,
mozgu av peceni. TaktieZz maju pozitivny ucéinok pri spomaleni progresie neurologickych

priznakov [57].
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3.3 Flavonoidy
3.3.1 Biosyntéza flavonoidov

Biosyntéza flavonoidov zacdina fenylpropanoidovou cestou, ktorda je umoznena
pritomnostou aromatickej aminokyseliny fenylalaninu syntetizovaného Sikimatovou cestou.
Pri prvom kroku sa fenylalanin meni deaminaciou na kyselinu trans-Skoricovi vdaka
pritomnosti enzymu fenylalanin-aménnej lydzy. V druhom kroku dochadza pomocou
hydroxylacie k premene kyseliny trans-Skoricovej na kyselinu p-kumarovu. Tento krok je
umozneny katalytickou aktivitou 4-hydroxylazy kyseliny Skoricovej. V trefom kroku umoznuje
pridat koenzym A (CoA) ku kyseline p-kumarovej pritomnost enzymu 4-kumarat-CoA ligazy za
vzniku p-kumaroyl-CoA [58].

Pritomnost p-kumaroyl-CoA tvoreného fenylpropanoidovou cestou a malonyl-CoA
syntetizovaného acetatovou cestou v rastlindch umoznuje vznik 15-uhlikového zdkladného
skeletu flavonoidov. Pomocou enzymu chalkdénsyntazy dochadza ku kondenzacii troch
molekul malonyl-CoA s jednou molekulou p-kumaroyl-CoA na medziprodukt chalkdn, ktory sa
nasledne meni na flavanény zlozené z dvoch benzénovych kruhov ajedného 6-¢lenného
heterocyklického kruhu. Vznik tychto flavandnov nasledne umoziuje syntézu ostatnych

podskupin flavonoidov [59].
p-Coumaroyl CoA + Malonyl CoA
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Obr. 4. PRIEBEH SYNTEZY JEDNOTLIVYCH PODSKUPIN FLAVONOIDOV [60].
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3.3.2 Vlastnosti flavonoidov

Flavonoidy patria medzi sekundarne rastlinné metabolity s fenolickou Struktdrou,
ktoré su izolované zcievnatych rastlin. Pozndme viac ako 10000 druhov zlGcenin
nachdadzajucich sa nielen v réznych castiach rastlin, ale aj v ovoci avzelenine. TaktieZ sa
nachadzaju v ndpojoch rastlinného povodu, ako je ¢aj avino. V rastlindach maju jedineéné
vlastnosti, ktoré ju chrania proti oxidatnému stresu, ovplyviuju farbu kvetov a plodov,
posobia taktiez fotoprotektivne, majua antimikrobidlne ucinky a napomahaju rastline
prispdsobit sa vonkajsim podmienkam, ako je teplo a mraz [61, 62].

Vsucasnosti sa radia medzi doblezitu zlozku v nutricnych, farmaceutickych
a kozmetickych pripravkov pre ich predpokladané antioxida¢né, antimikrobidlne,
protizdpalové, neuroprotektivne, antikarcinogénne a protivirusové ucinky a taktiez maju
schopnost ovplyviiovat bunkové enzymy. TaktieZ sa predpoklada ich kardioprotektivny Gcinok,
pre ich schopnost inhibovat peroxidaciu lipidov a chelatovat redox-aktivne kovy. Ich biologicka

aktivita sa odvija od typu Struktury a od biologickej dostupnosti [62].

3.3.3 Zakladna struktura flavonoidov

Flavonoidy su nizkomolekuldrne latky, ktorych zakladna Struktura je C6—C3—C6 s
vynimkou stilbénov so Struktirou C6—C2—-C6. Flavonoidy delime do réznych podskupin nielen
na zaklade stupna nasytenia heterocyklického kruhu C, ale aj podla polohy kruhu B. Vplyv na
deleni ma aj pritomnost substituentov, ako su alkyl, metoxy- a hydroxyskupiny na
benzénovom kruhu A a B. Tieto podskupiny nazyvame chalkény, stilbény, aurdny, flavandny,
flavony, izoflavény, flobafény, dihydroflavonoly, flavonoly a antokyany. Ich dostupnost
v rastlindch je variabilnd a ovplyviiuju ju podmienky prostredia, vyskyt horménov a fyzické
poranenie [58, 60].

Flavonoidy sa v prirode nachadzaju bud vo forme aglykdnov, glykozidov alebo
metylovanych derivatov. Ich volna forma s lipofilnymi vlastnostami sa nazyvana aglykon
a kvoli jeho nestabilite, reaktivnosti a nizkej rozpustnost existuje v glykozylovanejforme, ktora
vznikd naviazanim jedného alebo viacerych cukornych jednotiek, ako su napriklad
monosacharidy glukéza, rhamndza, galaktéza, arabindéza a xyléza na fenolové alebo
hydroxylové skupiny. Nasledkom glykozylacie zvySujeme hydrofilitu a stabilitu Struktury

flavonoidov. Taktiez konjugdciou flavonoidovych aglykéonov a glykozylovych skupin menime
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ich biologickl dostupnost, zniZujeme toxicitu a vyskyt neZiaducich Ucinkov a zvySujeme

Specifickost ucinku [63].
(0]
DL

Obr. 5. ZAKLADNA STRUKTURA FLAVONOIDOV. Skladé sa z 15-uhlikového flavénového skeletu
zlozeného z dvoch benzénovych kruhov oznadenych pismenom A aB, ktoré sU spojené

s pyranovym kruhom C, ktory obsahuje kyslik [59, 60].
3.3.4 Podskupiny flavonoidov

Izoflavény su vyznamnou podskupinou flavonoidov, ktoré maju na rozdiel od zakladne;j
Struktury flavonoidov kruh B viazany v polohe 3. Ich Struktira sa podobd horménu
17-B-estradiolu a preto maju izoflavony nizku afinitu k estrogénym receptorom.
V strukovindach su vo forme glykozidov napriklad genistin a daidzein, ktoré sa zle vstrebavaju
z tenkého Creva, a preto sa pdsobenim crevnych baktérii hydrolyzuju na biologicky aktivne
aglykdny nazyvané genistein a daidzein (Obr. 6, 7). Ich hlavnym zdrojom je séja a aj potraviny

ziskané zo sdje [64].

Obr. 7. STRUKTURA DAIDZEINU

Stilbény niekedy radime medzi flavonoidy, pretoZe su syntetizované taktiez z
fenylpropanoidovej cesty, ale ich zakladna Struktura obsahuje len 14 uhlikov. Sklada sa z dvoch
benzénovych kruhov spojenych etylénovym mostikom a kvoli pritomnosti dvojitej vazby

existuje v cis a trans izomérnej forme [65].
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Nachadzaju sa len v niektorych celadiach, ako su Vitaceae, Pinaceae, Fabaceae a
Polygonaceae, pretoZe obsahuju enzym stilbensyntazu. Pésobia primarne ako fytoalexiny, ¢o
su latky, ktoré syntetizuje rastlina proti vonkajsim stresom, ako su patogénne infekcie, vysoké
teploty a oxidacia [66].

Najznamejsim zastupcom stilbenov je resveratrol (Obr. 8), ktory bol v minulosti vo
velkom skimany pre svoje Siroké spektrum pozitivnych biologickych ucinkov. Povest

resveratrolu avSak utrpela, ked sa zistilo, Ze velké mnozZstvo ¢Elankov bolo klamlivych
OH
HO I N O

OH

Obr. 8. STRUKTURA RESVERATROLU

a nasledne stiahnutych [67].

Chalkény su prekurzory flavonoidov a izoflavonoidov, ktoré sa vo vSeobecnosti radia
medzi a, B-nenasytené ketény aich zakladna Struktira pozostdva z dvoch benzénovych
kruhov spojenych 3-uhlikovym alkénovym mostikom. Maji nizku molekulovd hmotnost
a vysoku lipofilitu a kvoli vyskytu chromoféru -CO-CH=CH- v Struktdre patria medzi farebné
zltceniny, existujuce v trans alebo cis izomérnej forme. Su to biologicky aktivne molekuly
vykazujuce antidiabetické, protizapalové, antimikrobidlne, antioxidacné a antiparazitické

ucinky [68].

Obr. 9. ZAKLADNA STRUKTURA CHALKONOV

Aurodny sa vyskytuju v prirode v menSom mnozstve ako ostatné podtriedy flavonoidov
napriklad v Celadiach Asteraceae, Fabaceae, Moraceae, Rubiaceae a Rosaceae ale aj
v niektorych druhov machorastov. Ich vyskyt sa prejavuje Ziarivou Zltou farbou, pretoze patria
medzi pigmenty nachadzajuce sa hlavne v okvetnych listkoch a listoch [69].

Ziskavame ich z 2’-hydroxychalkdnov p6sobenim enzymu aurénsyntazy a ich Struktura
pozostava z benzofurdnového heterocyklického kruhu, na ktorom je naviazana fenylova
skupina cez exocyklickd dvojitu vazbu. Medzi ich vyznamne vlastnosti radime protizapalové,

antimikrobidlne a antikarcinogénne ucinky [70].
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Obr. 10. VSEOBECNA STRUKTURA AURONOV

Flavanoly su jednou z najrozSirenejSich podtried flavonoidov, ktoré maju mnozstvo
zlucenin lisiacich sa pritomnostou hydroxylovych skupin a maju tiez dve chiralne centra na C2
a C3, ¢o znamena, Ze vytvaraju 4 izoméry. Jednotlivé flavanoly delime od jednoduchych
monomérov, ako je napr. katechin (Obr. 11) a jeho izomér epikatechin (Obr. 12) po oligoméry
az polyméry nazyvané proantokyanidiny, ktoré maju dalsi chiralny uhlik na C4 [71].

Absorpcia flavanolov v tenkom creve je ovplyvnena koncentraciou zli¢eniny v potrave,
zlozenim crevnej mikrofléry a stupriom polymerizacie. Prijmom tychto latok by sme mohli
predchadzat kardiovaskularnym (KVS) ochoreniam a rakovine, ale ich biologickd dostupnost

u ludi je mensia ako 4 % [72].

Obr. 11. STRUKTURA KATECHINU

OH
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Obr. 12. STRUKTURA EPIKATECHINU

Antokyany su prirodné pigmenty nachadzaju sa v rastlinach, kde su zodpovedné za
modré, fialové a Cervené zafarbenie kvetov, ovocia a hluz. Vznikaju z aglykénu antokyanidinu
(Obr. 13), ktory je modifikovany cukrami za vzniku glykozidov alebo acylovymi kyselinami. Vo
svojej Strukture maju na atéme kyslika kladny naboj, ktory nazyvame tiez ako flavyliovy ién.
Podla polohy a poétu hydroxylovych a metoxylovych skupin rozpozndvame rbzne druhy
antokyanov, ktorych stabilita zavisi od teploty, pH, svetla a Struktury. Pouzivame ich nielen
ako potravinarske farbiva, ale taktiez maju antidiabetické, protizapalové, antikarcinogénne

ucinky a tiez napomahaju predchadzat KVS ochoreniam a obezite [73].
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Obr. 13. AGLYKON ANTOKYANIDIN

Flavény patria medzi jednu znajvacésich podskupin flavonoidov, ktoré maju
v zakladnom skelete flavonoidov naviac dvojitu vazbu medzi C2 a C3 a v polohe C4 su
oxidované. Vyskytuju sa v rastlindch ako pigmenty dodavajuce kvetom biele az krémové
zafarbenie atiez posobia ako ochranné latky pred UV Ziarenim a hmyzom. Ich Struktura
pozostdva z aglykénu a z cukornej jednotky, ktord je pripojena bud' cez hydroxylové skupiny

a nazyvame ich O-glykozidy alebo C-glykozidy, ak je priamo viazana na uhlik [74].

Obr. 14. ZAKLADNA STRUKTURA FLAVONOV

Flavonoly patria medzi najrozsSirenejsie flavonoidy odvodené od 3-hydroxyflavénu,
ktoré sa vyskytuju takmer vo vsetkych druhov ovocia a zeleniny ale najma v cibuli, jablkach,
hrozne, vine a v ¢aji. Ich denny prijem sa pohybuje okolo 20 — 35 mg/den a z toho najvacsiu
Cast tvori kvercetin ( Obr. 15) ajeho glykozidy. Kvercetin sa vyuZiva najma pre svoje
antihypertenzivne, antioxidacné a kardioprotektivne ucinky a taktiez brani vzniku cievnych
ochoreni [75].

Bolo zistené, Ze volné formy flavanolov maju nizku biologicki dostupnost po
peroralnom podani, ktora je asi 2-4 % kvoli ich rozsiahlemu metabolizmu a rychlemu
vyluceniu z tela. Avsak ich glykozylované formy maju lepsiu absorpciu, ktora sa pohybuje okolo

3-17 % a je ovplyvnena typom a rozpustnostou naviazanych cukrov [63].

Obr. 15. STRUKTURA KVERCETINU
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3.3.5 Metabolizmus flavonoidov

Flavonoidy sa spracovavaju na absorbovatelnd formu metabolizmom fazy | a ll, ktoré
prebiehaju v gastrointestindlnom trakte a v peceni atiez pésobenim mikrofléry v hrubom
Creve. Tieto procesy su ovplyvnené Strukturou flavonoidov, ale taktiez aj vekom, pohlavim
a genotypom jedinca [76].

Biologicka dostupnost flavonoidov prijimanych potravou zdvisi od ich
farmakokinetickych vlastnostiach v organizme, ako je absorpcia, distriblicia, metabolizmus
a vylucovanie. Tieto vlastnosti sa liSia v jednotlivych podskupinach flavonoidov z dévodu ich
rozmanitej Struktury. Zistilo sa vsak, Ze pri perordlnom podavani je ich absorpcia asi len 10 %
z celkového mnozstva prijimanych flavonoidovych glykozidov [77].

Dolezitymi faktormi, ktoré ovplyviiuju vstrebdvanie je Struktura flavonoidov, pretoze
v rastlindch sa nachadzaju najma vo forme glykozidov, ktoré su tazsie absorbovatelné, a preto
sa musia najprv v tenkom creve pdsobenim enzymov metabolizovat na lahsSie vstrebatelné
aglykoény. Taktiez aj zloZzenie ¢revnej mikroflory ma zdsadny vyznam pri ich absorpcii [78].

Pri absorpcii glykozidov do pecene sa vyuZivaju dva spdsoby. Prvym je odStiepenie
cukornej jednotky z glykozidu v tenkom ¢reve posobenim enzymu laktdza-florizin hydrolaza,
ktora umoznuje hydrolyzovat laktézu na monosacharidy glukdzu a galaktdzu. Takto vytvoreny
aglykén je nasledne prenasany do enterocytov pomocou pasivnej difuzie, ktord vznikla
v dosledku zvySenej lipofility. Vynimoéne mozu byt aj samotné glykozidy prenasané do
enterocytov pomocou sodik-dependentného transportéra glukézy, kde su nasledne
hydrolyzované na aglykdény pdsobenim cytosolickych B-glukozidaz [76].

Ostatné flavonoidy, ktoré nie sU substratmi tychto enzymov, a teda ich nemo6zeme
absorbovat, pokracuju do hrubého ¢reva, kde pésobenim baktérii mézu byt deglykosylované
na absorbovatelné aglykény alebo sa degraduju na biologicky dostupné molekuly, ako su
fenolové a aromatické kyseliny [76, 79].

Nasledne takto ziskané aglykény si pomocou membranovo transportnych proteinov
ATP prenasané cez bazolateralnu membranu do portalnej Zily, alebo su transportované naspat
do limena ¢reva, ¢im dochdadza k zniZeniu ich biologickej dostupnosti. Po absorpcii aglykdnov
do pecene sa posobenim enzymov uridin-5'-difosfat-glukuronozyltransferazy, sulfotransferazy
a katechol- O -metyltransferazy menia na konjugované metabolity. V plazme sa vacSinou

nachddzaju len konjugované formy, najma glukuronidy pripadne méZeme najst aj aglykény
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v nizkych koncentraciach. Takto vytvorené flavonoidové metabolity vylucujeme z organizmu
najmd mocom, pripadne Zl¢ou, pri ktorej avSak dochdadza k Ciastocnému vstrebavaniu

flavonoidov naspat do tenkého ¢reva [76].
3.3.6 Antioxidacna aktivita flavonoidov

Flavonoidy su tradicne zname pre svoje antioxidacné p6sobenie, avsak ich spektrum
ucinku je znacne rozsiahlejsie. Pozname niekolko mechanizmov, ktoré vyuzivaju flavonoidy na
potlacenie vzniku oxidaéného stresu. Prvym je ich schopnost vychytavat ROS prostrednictvom
svojej Struktury. Taktiez mozu chelatovat volné idny prechodnych prvkov, ako je napriklad
Zelezo a med’ a tym sa podielaju na znizenej tvorbe ROS, pretoze blokuju priebeh Fentonovej
reakcie. MoOzZu tiez inhibovat enzymy, ktoré umozniuja tvorbu volnych radikdlov ako su
napriklad xantinoxiddaza, glutation S -transferdza a mitochondrialna sukcinoxiddza, pripadne
mo&Zu zvysit tvorbu antioxidaénych enzymov v organizme a tym podporit vychytavanie volnych
radikalov [60].

Antioxidacna aktivita sa u jednotlivych flavonoidov lisi na zdklade zmien hydroxylovych
skupin, ktorych poloha a pocet priamo koreluje s antioxidacnym ucinkom. Ich pritomnost na
zakladnom skelete umozriuje darovat vodik volnym radikalom, ¢im dochadza k ich premene
na menej reaktivne zluéeniny. Predpoklada sa, Ze naviazanim aspon dvoch hydroxylovych
skupin v kruhu B vyrazne zlepSuje antioxidacnu aktivitu. TaktieZz naviazanim hydroxylovej
skupiny na kruh A v polohe 5 a 7 vieme podporit vychytavanie radikalov. Daldou moznostou
ako moézZeme podporit antioxidacny ucinok je pritomnostou dvojitej vazby medzi C2 a C3
v kombindcii s karbonylovou skupinou v polohe 4 a taktiez vo forme aglykdnov maju

flavonoidy lepSiu aktivitu proti radikalom [80].
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Obr. 16. OBMENA STRUKTURY FLAVONOIDOV OVPLYVNUJUCA ICH ANTIOXIDACNU AKTIVITU

Niektoré flavonoidy, ako napriklad kaempferol, rutin a kvercetin, su schopné

chelatovat redoxne aktivne idny Cu?* a Fe?*, atym predchédzat tvorbe volnych radikalov.
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Tento ucinok je umoZneny pritomnostou chelatacného miesta v ich strukture, ktoré je tvorené
z o-dihydroxylovych skupin v kruhu B alebo A, 3-hydroxy-4-ketoskupin kruhu C alebo
pritomnostou 5-hydroxy-4-keto skupin v kruhu A a C [81].

3.3.7 Pro-oxidacna aktivita flavonoidov

Flavonoidy méZu rovnako ako aj iné antioxidanty za urcitych okolnosti posobit ako
pro-oxidanty, ¢o znamena, Ze su schopné podporovat oxidaciu ostatnych zlucenin. Tieto
ucinky sa mozu prejavit v in vivo podmienkach, ked’ sa do oxida¢nych procesov zapoja volné
iony prechodnych kovov. Flavonoidy maju totiz mimo chelataénej schopnosti, taktiez
redukénu aktivitu. Redukuju Cu?* na Cu* alebo Fe3* na Fe?* a tym umoZriujd tvorbu iniciaénych
radikalov [82]. Mechanizmus prebieha podla vyssie zmienenej Haber-Weissovej a Fentonovej
reakcie (Reakcia 1 a 2).

Ich pro-oxidac¢na aktivita sa prejavuje pocas vychytavania ROS, kedy dochadza k vzniku
flavonoidovych fenoxylovych radikalov, ktoré su vysoko reaktivne a v pritomnosti vysokych
hladin prechodnych kovov podliehaju dalSej oxidacii, pricom vznikaju okrem flavonoidovych
chinénov aj skodlivé superoxidové radikaly. Tieto Skodlivé radikaly vznikaju aj oxidaciou NADH
posobenim flavonoidovych fenoxylovych radikdlov. Existuje predpoklad, Ze pro-oxidacna
aktivita flavonoidov vychadza zich Struktiry, konkrétne na zdaklade vysSieho poctu
hydroxylovych skupin, najma v kruhu B, pritomnostou dvojitej vdazby v polohe 2 a3 atieZ
pritomnej oxoskupiny na C4 [82].

V zdravom ludskom tele su kovové iony z velkej Casti sekvestrované vo formach
neschopnych katalyzovat reakcie volnych radikdlov (napr. vceruloplasmine) [82]. Pri
poskodeni tkaniva moéZe vSak dojst kuvolneniu volnych kovovych iénov, napr.
v aterosklerotickych léziach alebo po ischemicko-reperfuznom poskodeni, kedy boli v krvnom
obehu namerané katalyticky aktivne idny Zeleza a medi. Prave v tychto pripadoch sa moéze
prejavit pro-oxidacna aktivita flavonoidov [83, 84].

To ¢i budu mat flavonoidy antioxidacné alebo pro-oxidacné pdsobenie zavisi na
mnohych faktoroch. Délezitd je tiez hodnota pH, ktora sa vsak pri patologickych stavoch, ako
je napr. akatny infarkt myokardu zniZuje a tym dochadza k zvySeniu hladiny volnych kovovych
idbnov a nasledne sa tak zvysuje pravdepodobnost pro-oxidaéného pbsobenia. Obdobné
poruchy homeostazy prechodnych kovov sa objavuju pri  neurodegenerativnych

onemocneniach, zapale, tumoroch alebo cukrovke [85, 86].
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3.3.8 Dalsie ucinky flavonoidov na ludské zdravie

Flavonoidy, ktoré prijimame v potrave maju okrem uz spomenutého antioxidacného
ucinku aj iné vyznamné ucinky, ktoré maju pozitivny vplyv na zdravie jedincov. Radime sem
okrem nizSie spomenutych aj napriklad antivirusovy, imunomomodulacny, antidiabeticky,

protirakovinovy a neuroprotektivny ucinok [80].

Kardioprotektivny ucinok

Flavonoidy su schopné odstrariovat reaktivne formy kyslika aj dusika, ktoré su
zodpovedné za oxida¢nd modifikaciu LDL. Tymto mechanizmom dochadza k vzniku
aterosklerdzy, ktora je zodpovednd za rozvoj KVS ochoreni, ako su infarkt myokardu, embdlie
ainé. Medzi vyznamné flavonoidy s antioxidacnou schopnostou patria kvercetin ajeho
glykozidy. Okrem toho kvercetin je schopny zniZovat nielen LDL v krvi, ale taktieZ pozitivne
ovplyvnuje systolicky krvny tlak [87].

Dalsou moZnostou, ako dokazu flavonoidy chranit srdce pred poskodenim, je ich
vazodilatacnd funkcia, ktord bola dokdzand u kvercetinu, naringeninu a hesperetinu.
U naringeninu boli dokdzané aj antihypertenzivne ucinky a taktiez podporuje relaxaciu
hladkého svalstva ciev. Dal$im vyznamnym flavonoidom pri ochrane srdca je baikalin, ktory
znizuje apoptdzu buniek v srdcovom tkanive a tym zlepsuje funkciu srdca. Niektoré flavonoidy,
ako napriklad chryzin, dokazu vdaka pritomnosti hydroxylovych skupin potlacit agregaciu
krvnych dosti¢iek, ¢im zniZuju riziko KVS ochoreni. U antokyanov bol tiez dokazany
kardioprotektivny uc¢inok kvoli ich pozitivnemu vplyvu na systolicky krvny tlak ale aj na hladinu

celkového a LDL cholesterolu [60].

Protizapalovy ucinok

Za normalnych okolnosti je zapal obrannd reakcia organizmu, ktora sa spusta pri rozvoji
infekcie spOGsobenej patogénom alebo pri poraneni tkaniva. Stéastou zapalu su bunky
imunitného systéme, ktoré produkuju prozadpalové cytokiny a chemokiny zodpovedné za
imunitnd odpoved. Avsak za urcitych okolnosti sa mdzu pocas zdpalovej reakcie tvorit volné
radikadly zodpovedné za poskodenie tkaniva a bunkovej proliferacii, ¢im dochadza k vzniku

chronického zapalu [88].
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Flavonoidy maju protizapalové ucinky vdaka svojej schopnosti ovplyvriovat priebeh
zapalovej reakcie. Dokazu inhibovat regulaéné enzymy ako su proteinkindza a fosfodiesteraza,
ktoré maju vyznam pri aktivacii buniek zapalovej reakcie. Taktiez ako silné antioxidanty dokazu
odstranovat volné radikdly odvodené od dusika alebo kyslika, atym zabranit vzniku
oxidacného stresu. Flavonoidy tiez m6zu ovplyviiovanim metabolizmu kyseliny arachidénovej
znizovat tvorbu mediatorov, ako st napriklad prostaglandiny a leukotrieny, ktoré sa podielaju

na vzniku zapalovej reakcie [88].

Antibakterialny ucinok

V sucasnosti dochddza k narastu antimikrobidlnej rezistencie patogénov voci
antibiotikdm a z tohto dévodu sa hladaju nové rastlinné latky, ktoré su pre ludské telo
netoxické a maju antibakteridlnu aktivitu. Jednou z tychto mozZnosti je podavanie niektorych
podskupin flavonoidov, ktoré ovplyviiovanim réznych antimikrobidlnych mechanizmov
spbésobuju zneskodnenie patogénov v [udskom tele [89].

Jednym z mechanizmov ako dokazu flavonoidy zabranit rastu baktérii je inhibiciou
syntézy bunkového obalu. Tato vlastnost bola dokazand u flavonolov ako je kvercetin,
kempferol atiez u flavénov. Katechiny dokazu interagovat s peptidoglykanovou vrstvou, ¢o
vedie k potladeniu biosyntézy bakterialnej bunkovej steny. Dal$im mechanizmom je schopnost
flavonoidov inhibovat bakteridlne topoizomerazy, ¢o spdsobuje narusenie syntézy nukleovych
kyselin délezitych pri bunkovom deleni baktérii. Taktiez flavonidy ako napriklad katechin,
naringin a apigenin, si schopné zabranit adhézii baktérii na hostitelskej bunke tym, Ze inhibuju

syntézu polysacharidov na povrchu baktérii [89].

Antimykoticky ucinok

Niektoré flavonoidy mozu pdsobit ako antimykotika kvéli ich schopnosti ovplyviiovat
Zivotne dolezité mechanizmy prebiehajuce v bunkdch hdb. Napriklad izoflavon glabridin
inhibuje syntézu proteinov B-glukdnu a chitinu nachadzajucich sa v bunkovych stenach hab.
Kvercetin inhibuje oxidativhu fosforylaciu zodpovednu za dychanie prebiehajuce v
mitochondridach. Myricetin, kempferol, genistein a dalSie flavonoidy inhibuju syntézu DNA,

RNA a proteinov dolezitych pre bunkové delenie [60].
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3.4 Testované latky

Z velkého mnozstva polyfenolickych Iatok boli pre tuto pracu vybrané derivaty kyseliny
benzoovej, ktoré sa v malom mnozZstve mézu vyskytovat v rastlinach, pripadne vznikaju pri
degradacii flavonoidov prijimanych potravou pésobenim mikrofléry hrubého creva. Tieto malé
fenolické latky boli vybrané preto, aby sa zistilo, ako reaguju metabolity flavonoidov s ionmi
medi v organizme a ¢i je moZné, Ze za zdraviu prospesné ucinky flavonoidov su zodpovedné

prave ich metabolity, ako uz bolo v minulosti zmiefiované.

Kyselina benzoova je aromaticka jednosytna karboxylova kyselina, ktord sa prirodzene

nachdadza v rastlindch av ZivociSnych tkanivach, ako su svaly a vnutornosti. VyuZiva sa pre
svoje konzervacné ucinky a tiezako ochucovadlo v potravinach, kozmetike a
vo farmaceutickych vyrobkoch. TaktieZ sa zistilo, Ze kyselina benzoova dokazZe interagovat s
bunkovou membranou a po preneseni do bunky dochddza k jej disociacii vplyvom zdsaditého
pH za vzniku toxickych iénov a tieZ inhibuje enzymy metabolickych ciest, ¢im sa prejavuje jej

antibakteridlny a antimykoticky ucinok [90].

OH

Obr. 17. KYSELINA BENZOOVA

Kyselina 3-hydroxybenzoova patri medzi kyseliny, ktoré vedia pomocou svojich

hydroxylovych skupin zachytavat volné radikadly a tym potladit vznik oxidacného stresu
a zapalu. Taktiez bol dokazany ich aktivujuci uc¢inok na hydroxykarboxylové receptory HCA1
a HCA2. Tieto receptory sa nachadzaju na adipocytoch a ich aktivaciou dochadza k inhibicii
lipolyzy s naslednym zlepSenim hladiny krvnych lipidov [91].

o]
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OH

Obr. 18. KYSELINA 3-HYDROXYBENZOOVA
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Kyselina 4-hydroxybenzoova tieZ nazyvana aj kyselina p-hydroxybenzoova sa pouZiva
najma ako potravinovy konzervant, ale taktiez méze mat emulgujice ucinky a potlaca vznik
korézie. Vo svojej Struktire ma naviazanu hydroxylovu skupinu, vdaka ¢omu pdsobi aj ako
antioxidant. VyuZiva sa aj ako medziprodukt pri vyrobe farbiv a kozmetiky [92].

0}
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Obr. 19. KYSELINA 4-HYDROXYBENZOOVA

Kyselina 2,4-dihydroxybenzoova nazyvana tiez aj ako kyselina B-rezorcylova vznika pri

degradacii flavénolu morinu, ktory sa liSia od kvercetinu len polohou dvoch hydroxylovych
skupin. Nachadza sa v avokade, ¢ervenom vine a v rastline ako je Hypericum perforatum, ktora
sa pouZiva na zmiernenie priznakov miernej az stredne tazkej depresie. Boli u nej zistené

protirakovinové, antiparazitné a antibakterialne vlastnosti [93, 94].

0]
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Obr. 20. KYSELINA 2,4-DIHYDROXYBENZOOVA KYSELINA

Kyselina 3,4-dihydroxybenzoova nazyvana aj kyselina protokatechuova sa nachadza

v potravinach ako je pohanka, jahody, ¢akanka, olivy, hrozno a dalSie. Na zaklade r6znych
studii prebiehajucich in vitro sa zistilo, Ze ma protizdpalovy ucinok atiez podporuje
antioxidacné mechanizmy v organizme. Boli zistené aj priaznivé ucinky pri vysokej hladine

glukdzy v krvi [91].
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Obr. 21. KYSELINA 3,4-DIHYDROXYBENZOOVA KYSELINA
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Kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova nazyvana tieZ aj ako kyselina floroglucinova vznika
pri oxidacii flavonoidu kvercetinu. TaktieZ sa zistilo, Ze tato zlucenina vznika pri fermentacii
zeleného a Cierneho ¢aju, kedy dochddza krozklade flavonoidov na jednoduché fenoly

[95, 96].
OH o)
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Obr. 22. KYSELINA 2,4,6-TRIHYDROXYBENZOOVA

Kyselina benzoylaminooctovd zndma aj pod ndzvom kyselina hippurova sa

vylucuje mocom a jej koncentracia vtele sa zvySuje po prijme potravin ako je vino, ¢aj
a ovocné dZusy. Tieto potraviny obsahuju fenolické zluceniny, z ktorych vznika po rozklade
kyselina benzoovd atd je ndsledne konjugovana s aminokyselinou glycinom na kyselinu

hippurovu. Taktiez vznika aj ako produkt fermentdcie citrusovych plodov a rutinu [96, 97].
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N
H/ﬁ(
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Obr. 23. KYSELINA BENZOYLAMINOOCTOVA
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4. Ciel prace

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit, ako interaguju vybrané metabolity flavonoidov,

derivaty kyseliny benzoovej s medou pomocou in vitro a ex vivo metéd. Ciastoénym ciefom

prace bolo:

a) Stanovenie vplyvu testovanych latok na produkciu hydroxylovych radikdlov v ramci
medou-katalyzovanej Fentonovej reakcie.

b) Overenie antioxidacného alebo pro-oxidacného poésobenia testovanych latok na
medou-navodenej lyze cervenych krviniek.

c) Stanovenie vztahu medzi Struktirou fenolickych metabolitov a ich aktivitou.

34



5. Experimentalna ¢ast
5.1 Pouzity materidl a pomocky
5.1.1 Chemikalie
e pentahydrat siranu mednatého (CuSO4.5H,0) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

testované latky:

e kyselina benzoova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e kyselina 3-hydroxybenzoova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e kyselina 4-hydroxybenzoova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e kyselina 2,4-dihydroxybenzoova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e kyselina 3,4-dihydroxybenzoova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e kyselina benzoylaminooctova (kyselina hippurova) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

chemikalie pre pripravu pufrov:

e octan sodny bezvody (CH3COONa) (Penta,CR)
e kyselina octova (CH3COOH) (Penta, CR)

e tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
dalsie latky:

e kyselina salicylova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e disodna sol kyseliny etylendiamintetraoctové (Na,EDTA) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
e peroxid vodika (H202, 30%) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e kyselina fosforecna (H3PQOas, 85%) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e katechol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e kyselina 2,3-dihydroxybenzoova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e triethylamin (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e kyselina chlorovodikova (HCl, 35%) (Penta,CR)
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glukdza (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Triton X (Sigma-Aldrich, Nemecko)

dithiotreitol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

laktat sodny (Sigma-Aldrich, Nemecko)

nikotinnamid adenin dinukleotid (NAD* ) (Toronto Research Chemicals, Kanada)
dihydrogenfosforecnan draselny (KH,POa4) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
hydrogenfosforeénan draselny (K2HPO4) (Penta,CR)

heparin 5000 IU/ml bol zakipeny ako origindlny registrovany preparat od Zentivy
(CR)

fyziologicky roztok bol zakupeny ako originalny registrovany preparat od B.Braun

(Nemecko)

rozpustadla:

metanol (Fisher Chemical, UK)

acetonitril (Fisher Chemical, UK)

dimethylsulfoxid (DMSO) (Penta,CR)

supercistd voda bola pripravend pomocou pristroja Milli-Q RG (Merck Millipore,

Massachusetts, USA)

5.1.2 Pristroje a pomocky

pumpa ESA model 582 (ESA, Massachusetts, USA)

coulometricky detektor Coulochem Il (ESA, Massachusetts, USA)

monoliticka HPLC koléna Onyx C8 - 100 x 4.6 mm (Phenomenex, Kalifornie, USA)
spektrofotometer pre mikrotitracnu dosticku (Hidex Sense Beta Plus, Finsko)
analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Nemecko)
vortex mixér IKA Vortex Genius 3 (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemecko)
mikrostriekacka — 50 pl (Hamilton Company, Nevada, USA)

automatické jednokandlové pipety (Brand, Nemecko): 10-100 ul, 20-200 ul, 100-
1000 pl

viace] kanalova pipeta (Biohit, Nemecko): 30-300 pl

mikrotitracné dosti¢ky — 96 jamok (Brand, Nemecko)
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e mikroskimavky — 1,5 ml (Eppendorf, Nemecko)

e 3Spicky k pipetdam o objemu 10 pl, 200 pl, 1000 pl a 5 ml (Eppendorf, Nemecko)
e skumavky centrifugdlne — 15 ml a 50 ml (Brand, Nemecko)

e centrifuga VWR Compact Star CS4 (VWR International Ltd, Spojené Kralovstvo)
e centrifuga MIKRO 22R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Nemecko)

e inkubator Hood TH 15 (Edmund Bihler GmbH, Nemecko)

5.1.3 Biologicky material

Pre niektoré pokusy bola vyuzitad potkania krv (samci kmena Wistar: Han, VELAZ, s.r.o.,
CR) ziskand ako vedlajsi produkt z experimentov, pri ktorych sa vyuZiva potkania aorta na

testovanie vazodilata¢nych Gcinkov (schvéleny projekt MSMT-4937_2019-9).
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5.2 Metodicky postup

5.2.1

HPLC metdda

stanovenie posobenia testovanych latok na produkciu hydroxylovych radikalov

vznikajucich po¢as medou-katalyzovanej Fentonovej reakcie

Pred experimentom:

Priprava zdsobnych roztokov

Roztok mednatych idnov (Cu?*) — 5mM roztok Cu®* bol pripraveny rozpustanim
prislusného mnozstva pentahydratu siranu mednatého (CuS0a4.5H,0, Mw = 249,69
g/mol) v ultracistej vode.

Roztok pufru o pH 4,5 - bol pripraveny zmieSanim vodnych roztokov octanu sodného
a kyseliny octovej. Konkrétne tento acetatovy pufor obsahoval 15mM roztok octanu
sodného a 27,3mM roztok kyseliny octove;.

Roztok pufru o pH 7,5 — 5mM TRIS bol pripraveny rozpustanim prislusného mnozZstva
TRIS vo vode.

Zasobné 5mM roztoky testovanych latok — boli pripravené rozpustanim potrebného
mnoZstva testovanych latok v metanole. Nasledne boli nariedene v metanole na
dosiahnutie poZzadovanej koncentracie.

Zasobny 66,67mM roztok kyseliny salicylovej — bol pripraveny rozpustanim kyseliny
salicylovej v metanole.

Zasobné 10mM roztoky Standardov (katechol, kyselina 2,3-dihydroxybenzoova

a kyselina 2,5-dihydroxybenzoova) - boli pripravené rozpustanim vo vode.

Priprava pracovnych roztokov

Priprava Standardov — v mikroskimavke sme zmiesali 27 pul 10uM roztoku katecholu,
130 pl 1uM roztoku 2,5-DHBA, 130 pl 1uM 2,3-DHBA a 713 pl vody.

Priprava kontrolnych vzoriek — v mikroskimavke sme zmiesali 700 ul pufru (pH 4,5
alebo 7,5), 200 pl metanolu, 50 pl 40uM Cu?*, 45 pl 66,67mM kyseliny salicylovej

v metanole a 5 ul peroxidu vodika.
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e Priprava vzoriek — v mikroskimavke sme zmiesali 700 ul pufru (pH 4,5 alebo 7,5),
200 pl testovanej latky o réznej koncentrécie, 50 pl 40uM Cu?*, 45 pl 66,67mM kyseliny

salicylovej v metanole a 5 pl peroxidu vodika.

Priprava mobilnej fazy

e Priprava 5mM H3POs pufru — v kadicke sme zmiesali 68 pl kyseliny fosforecnej
a 199,932 ml vody. Pridali sme 10 ml 20mM EDTA vo vode. Potom sme nastavili pH
roztoku na 2,85 pomocou trietylaminu. Takto vytvoreny pufor sme prefiltrovali
pomocou aparatury na vakuovu filtraciu.

e Vodmernejbanke sme zmiesali pripraveny HsPO4 pufor s acetonitrilom v pomere 93:7.

Nasledne sme takto vytvorend mobilnu fazu nechali 5 minat v ultrazvukovom kupeli.

Vykonanie experimentu:

=

Nastavili sme si HPLC pristroj v izokratickom reZime s prietokovou rychlostou 1,0 ml/min.
Nariedili sme si testované latky v metanole na tieto koncentrdcie: 0,05 uM, 0,1 uM,
0,5 uM, 5 uM, 10 pM, 50 uM, 100 uM, 500 pM, 1000 puM.

Najprv sme si v mikroskimavke pripravili zmes standardov vo vode: 27 ul 10uM roztoku
katecholu, 130 pl 1uM roztoku 2,5-DHBA, 130 pl 1uM 2,3-DHBA a 713 pul vody.

Nasledne sme pomocou Hamiltonovej mikrostriekacky aplikovali 20 ul pripravenej zmesi
do HPLC pristroja a zmerali plochu pikov Standardov o zndmej koncentrdcii.

Krok 3 a 4 sme zopakovali trikrat a vysledné hodnoty sme spriemerovali.

Nasledne sme si v mikroskimavke pripravila kontrolné vzorky, ktoré boli zloZzené zo 700 pl
pufru o pH 4,5 alebo 7,5, 200 pl metanolu, 50 pl 40uM Cu?* idnov, 45 ul 66,67mM kyseliny
salicylovej a 5 ul 30% peroxidu vodika.

Fentonovu reakciu sme nechali prebiehat 3 minuty pri laboratérnej teplote za staleho
miesania.

Nasledne sme pomocou Hamiltonovej mikrostriekacky aplikovali 20 ul pripravenej zmesi
do HPLC pristroja a zmerali plochu vznikajucich analytov, ktorymi boli katechol, kyselina
2,3-dihydroxybenzoova (2,3-DHBA) a kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (2,5-DHBA).

Krok 6 az 8 sme zopakovali Styrikrat a vysledné hodnoty sme spriemerovali.
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10. Potom sme v mikroskimavkach pripravili roztoky vzoriek, ktoré boli zlozenim podobné

kontrolnym roztokom, ale namiesto metanolu sme pouZili roztoky testovanych

metabolitov v metanole v réznych koncentraciach.

11. Po 3 minutach sme pomocou Hamiltonovej mikrostriekacky aplikovali 20 ul pripravenej

zmesi do HPLC pristroja a opat zmerali mnoZstvo vznikajucich analytov.

12. Krok 10 a 11 sme zopakovali pri vSetkych koncentracidch tej istej testovanej zliceniny

trikrat a vysledne hodnoty sme spriemerovali.

13. Nakoniec sme z vyslednych hodnét zhotovila grafy pre jednotlivé testované zluceniny

a urcili, ktoré metabolity flavonoidov a v akej koncentracii maju antioxidacne, pripadne

pro-oxidacne vlastnosti.

5.2.2 Lyza cervenych krviniek

Pred experimentom:

Priprava zdsobnych roztokov

Fosfatovy pufor - obsahoval 8,5 % 200mM roztoku dihydrogenfosforecnanu
draselného KH;POs4 a 91,5 % 200mM roztoku hydrogenfosfore¢nanu draselného
K2HPOa. Jeho vysledné pH bylo 7,8.

Lyzacny pufor - vodny roztok bol pripraveny z 200mM fosfatového pufru (pH 7,8),
10% Tritonu X, 0,1M EDTA, 1M dithiotreitolu a ultradistej vody.

Reakény pufor - vodny roztok bol pripraveny z 2M laktatu, 6mM NAD* a 0,1M TRIS.
Vysledné pH pufru bolo 8,9.

Priprava zdsobného roztoku pentahydratu siranu mednatého (CuS04.5H,0) -

CuS04.5H,0 bol rozpusteny vo fyziologickom roztoku na koncentraciu 10 mM.

Priprava pracovnych roztokov

Asi 50 ml 1mM roztoku glukdzy vo fyziologickom roztoku sme zohriali na 37 °C.

Asi 50 ml pripraveného zasobného roztoku CuS04.5H;0 sme zohriali na 37 °C.

Asi 25 ml fyziologického roztoku sme zohriali na 37 °C.

Pripravili sme potrebné mnozZstvo lyza¢ného pufru podla poctu vzoriek (na 1 vzorku je

potrebné pouzit 950 ul pufru).
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Vykonanie experimentu:

1) Potkaniu krv sme hned po odbere vioZili do centrifugy (VWR CS4) a nechali ju centrifugovat
pri 5 400 otackach za mindtu (2 770 g) po dobu 10 minut.

2) Nasledne sme krvnu plazmu odstranili zo skimavky.

3) Zvysné Cervené krvinky sme zmiesali s dvojndasobnym mnozstvom fyziologického roztoku,
ktory bol zohriaty na 37 °C a nechali sme centrifugovat pri 5 400 otackach za minutu (2 770
g) po dobu 10 mindat.

4) Nasledne sme odstranili supernatant a znovu zopakovali krok €. 3.

5) Potom sme naposledy odstranili supernatant a preniesli sme ocistené ¢ervené krvinky do
50 ml skimavky.

6) Do skimaviek sme pridali 20 pl heparinu (5000 Ul / 1 ml) na 1 ml suspenzie ¢ervenych
krviniek, aby sme zabranila ich zrazaniu.

7) Cervené krvinky sme zmieSali s9-ndsobnym prebytkom 1mM roztoku glukézy vo
fyziologickom roztoku zohriateho na 37 °C.

8) Pripravili sme si 1,5 ml mikroskimavky v duplikate (pred lyzou a po lyze).

9) Reverznym pipetovanim sme do pripravenych mikroskiumaviek preniesli 0,940 ml
suspenzie ¢ervenych krviniek.

10) Do pripravenych mikroskimaviek sme tiez napipetovali 10 pl testovanych zltucenin
v pozadovanych koncentracidch ado kontrolnych vzoriek sme napipetovali 10 pl
rozpustadla DMSO. Kazdu vzorku sme pripravili duplicitne. Nasledne sme pridali 50 pl
10mM roztoku medi, okrem kontrolnych vzoriek, ktoré obsahovali 50 ul fyziologického
roztoku. Boli pripravené 2 pozitivne slepé skasky (DMSO s Cu?* idnmi) a 2 negativne slepé
skusky (DMSO s fyziologickym roztokom).

11) Sériu vzoriek sme nasledne nechali 4 hodiny inkubovat pri 37 °C vinkubatore pri
100 ot./min.

12) Po skonéeni inkubacie sme vzorky preniesli do centrifugy (MIKRO 22R), ktort sme nastavili
na 5 400 ot./min. (1 950 g) na dobu 10 minut.

13) Z kazdej vzorky sme do pripravenej mikroskimavky preniesli 250 pl supernatantu a nechali
ich zamrazit na -80 °C.

14) Z pévodnych vzoriek sme odstranili zvySny supernatant a pridali sme 0,950 ml lyza¢ného

pufru. Potom sme ich zvortexovali a nechali 20 minut stat pri izbovej teplote.
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15) Znova sme vzorky preniesli do centrifigy (MIKRO 22R) nastavenej na 10 000 ot./min
(6 700 g) na dobu 10 mindut.
16) Po ukonceni centrifigy sme znovu odobrali 250 pl z kazdej vzorky a nechali zamrazit na

-80 °C. Nasledne sme museli do 3 dni takto pripravené vzorky dalej spracovat.

Meranie laktatdehydrogendzovej (LDH) aktivity:

e Na stanovenie LDH aktivity sa vyuZiva reakcia laktdtu s NAD* (nikotinamid adenin
dinukleotid) (Reakcia 3) avytvoreny produkt NADH*H* sa stanovuje
spektrofotometrickym meranim.

laktat + NAD* - pyruvat + NADH*H* (Reakcia 3)

e Vden merania sme si pripravili reakény pufor aasi 1 hodinu pred zaciatkom
experimentu sme z chladnicky vybrali vSetky vzorky, aby mali po¢as merania izbovu
teplotu.

e Absorbanciu sme merali pomocou spektrofotometru (Hidex Sense Beta Plus) za
izbovej teploty a pri vinovej dizke 340 nm. Pri tejto vinovej dizke sa absorbuje
vznikajuci NADH.

e Rozmrazené vzorky pred lyzou sme tesne pred meranim zriedili fyziologickym
roztokom v pomere 1:2 (vzorka:fyziologicky roztok) a vzorky po lyze sme riedili
v pomere 1:5 (vzorka:fyziologicky roztok).

e Na mikrotitra¢nu dosti¢ku sme duplicitne napipetovali 50 pl zvortexovanej zriedenej
vzorky a 300 ul reakéného pufru.

e Hned po napipetovani reakéného pufru sme merali zmeny v absorbancii pri vinovej

dizke 340 nm.

42



5.3 Matematické a statistické vyhodnotenie

5.3.1 HPLC metdda

Percento zniZenia (antioxida¢ny ucinok) alebo zvySenia (pro-oxidacny ucinok)
produkcie hydroxylovych radikalov bolo vypocitané zo suctu koncentracii katecholu, 2,3-DHBA
a 2,5-DHBA medzi testovanou vzorkou a kontrolnou vzorkou, ktorad obsahovala namiesto
testovanej zIt¢eniny iba rozpustadlo.

Vysledky su prezentovane ako priemer + smerodajnej odchylky vypocitanej podla

—)2
vzorca /% Statistické porovnanie produkcie hydroxylovych radikdlov bolo prevedené

pouzitim testu ANOVA nasledovaného Dunnettovym post-hoc testom.
Grafické a Statistické spracovanie bolo vykonané pomocou programu GraphPad Prism

verzia 9.0 pre Windows (GraphPad Software, USA).
5.3.2 Lyza cervenych krviniek

Celkové percento hemolyzy erytrocytov bolo uréené zo smernic ziskanych meranim

—Z¥BL__ |de je BL vzorka bez lyzy (riedeny 1:2) a PL je vzorka
2XkpL+6Xkpy,

aktivity LDH podla vzorca:
po lyze (riedeny 1:5).
Potom bola porovnand miera hemolyzy vzoriek obsahujucich testované latky

s pozitivnymi alebo negativhymi slepymi vzorkami (to znamend bud' s roztokom Cu?* alebo

. . . . % lyzy vzorek
s fyziologickym roztokom namiesto roztoku Cu?*) podla vzorca: 1 — ( o YRV T2 )
% lyzy slepy vzorek

Takto zistujeme, ¢i ma alebo nema testovana latka vplyv na hemolyzu erytrocytov.

Vysledky su ukazané ako priemer + smerodajnej odchylky vypocitanej podla vzorca:

-x)2 & ’ ’ s v
’Z(;Cff) Statistickd vyznamnost vysledkov bola stanovend pomocou Studentova T-testu

porovnavanim celkovej hemolyzy jednotlivych vzoriek so slepymi vzorkami. Grafické
a Statistické spracovanie bolo vykonané pomocou programu GraphPad Prism verzia 9.0 pre

Windows (GraphPad Software, USA).
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6. Vysledky
6.1 HPLC metdda

Podla postupu, uvedenom v kapitole 5.2.1, bol skimany vplyv siedmych testovanych
latok (kyselina benzoova, kyselina 3-hydroxybenzoov4, kyselina 4-hydroxybenzoova, kyselina
2,4-dihydroxybenzoova, kyselina 3,4-dihydroxybenzoova, kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova
a kyselina benzoylaminooctova) na produkciu hydroxylovych radikalov vznikajucich pocas
medou-katalyzovanej Fentonovej reakcie pri dvoch (pato)fyziologickych hodnotach pH 4,5
a 7,5 (Obr. 24-30). Teda pH blizke neutralnemu pH, a taktiez pH, ktoré imituje vyraznu aciddzu,
pH lyzozomov alebo mdze byt pozorované v Zaludku.

Zo vsetkych testovanych zlicenin boli schopné blokovat medou-katalyzovanu
Fentonovu reakciu a mat teda antioxida¢né ucinky pri oboch testovanych hodnotach pH len
tri metabolity flavonoidov a to kyselina 4-hydroxybenzoova, kyselina 2,4-dihydroxybenzoova
a kyselina 3,4-dihydroxybenzoova (Obr. 26-28). V pripade kyseliny benzoovej bol pozorovany
antioxidacny ucinok pri koncentraénych pomeroch 5:1 a7 50:1 (kyselina benzoova:Cu?*) iba pri
pH 7,5.V prostredi s pH 4,5 mala kyselina neutralne posobenie (Obr. 24).

Najsilnejsi antioxida¢ny ucinok bol dokazany u kyseliny 2,4-dihydroxybenzoovej, ktora
pri pH 4,5 inhibovala tvorbu hydroxylovych radikdlov uz pri nizkom pomere koncentracii 1:100
(kyselina 2,4-dihydroxybenzoova:Cu?*). Pri pH 7,5 bol antioxidaény ucinok Statisticky
vyznamny od pomeru 1:2 (kyselina 2,4-dihydroxybenzoova:Cu?*) (Obr. 27).

Naproti tomu dva metabolity flavonoidov boli schopné zosilnit medou-katalyzovanu
Fentonovu reakciu a mali tak pro-oxidacny ucinok. ISlo o kyselinu 2,4,6-trihydroxybenzoovd,
ktord vykazovala postupny narast tvorby hydroxylovych radikdlov so zvySujucou sa
koncentraciou. VpH 7,5 bol tento pro-oxidaéni ucinok Statisticky vyznamny od
koncentraéného pomeru 10:1 (kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova:Cu?*) apri pH 4,5 od
koncentraéného pomeru 50:1 (kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova:Cu?*) (Obr. 29). Druhou
latkou bola kyselina benzoylaminooctova (kyselina hippurova). Ta mala Statisticky vyznamny
pro-oxidacny ucinok pri pH 4,5 od koncentratného pomeru 10:1 (kyselina
benzoylaminooctova:Cu?*) a pri pH 7,5 dosiahol tento U&inok vyznamné hodnoty iba v jednom

koncentraénom bode a to pri pomeru 100:1 (kyselina benzoylaminooctova:Cu?*) (Obr. 30).
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Kyselina 3-hydroxybenzoova vykazovala nevyznamny vplyv na tvorbu hydroxylovych
radikalov pri oboch hodnotach pH u vSetkych testovanych koncentraciach (Obr. 25).

Zvysledkov je jasné, Ze ide oldtky srozdielnym posobenim na produkciu
hydroxylovych radikalov vznikajucich medou-katalyzovanou Fentonovou reakciou a ich u¢inok

sa tieZ meni v zavislosti na pH prostredia.

-

(=]

o
(]

>
% -k- pH7.5
= -e- pH45
E 50
=
o
.;, -
-m c
S - - -
7% :. 01}---5%?;:; ;-;‘-_;:;.&.i:: ..... i. ..... E‘.'
S8 .- i 3
cYgT 1
=2
= i 50- |p<0.05|
2
o
2
=

-
(=]
o

T T T T 1
Cc 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomer benzoova kys;elina:Cu2+
Obr. 24. VPLYV KYSELINY BENZOOVEJ NA PRODUKCIU HYDROXYLOVYCH RADIKALOV
Z MEDOU-KATALYZOVANEJ FENTONOVEJ REAKCIE PRI pH 4,5 a7,5. C: pozitivna kontrola,
ktord sa liSila od ostatnych vzoriek len absenciou testovanej latky, namiesto nej obsahovala

len rozpustadlo. Finalna koncentracia mednatych iénov bola 2 uM.
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Obr. 25. VPLYV KYSELINY 3-HYDROXYBENZOOVEJ NA PRODUKCIU HYDROXYLOVYCH
RADIKALOV Z MEDOU-KATALYZOVANEJ FENTONOVEJ REAKCIE PRI pH 4,5 a7,5. C: pozitivna
kontrola, ktora sa liSila od ostatnych vzoriek len absenciou testovanej latky, namiesto nej

obsahovala len rozpustadlo. Findlna koncentracia mednatych iénov bola 2 uM.
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Obr. 26. VPLYV KYSELINY 4-HYDROXYBENZOOVEJ NA PRODUKCIU HYDROXYLOVYCH
RADIKALOV Z MEDOU-KATALYZOVANEJ FENTONOVEJ REAKCIE PRI pH 4,5 a 7,5. C: pozitivna
kontrola, ktora sa liSila od ostatnych vzoriek len absenciou testovanej latky, namiesto nej

obsahovala len rozpustadlo. Finalna koncentracia mednatych iénov bola 2 uM.
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Obr. 27. VPLYV KYSELINY 2,4-DIHYDROXYBENZOOVEJ NA PRODUKCIU HYDROXYLOVYCH
RADIKALOV Z MEDOU-KATALYZOVANEJ FENTONOVEJ REAKCIE PRI pH 4,5 a7,5. C: pozitivna
kontrola, ktora sa liSila od ostatnych vzoriek len absenciou testovanej latky, namiesto nej

obsahovala len rozpustadlo. Finalna koncentracia mednatych iénov bola 2 uM.
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Obr. 28. VPLYV KYSELINY 3,4-DIHYDROXYBENZOOVEJ NA PRODUKCIU HYDROXYLOVYCH

RADIKALOV Z MEDOU-KATALYZOVANEJ FENTONOVEJ REAKCIE PRI pH 4,5 a 7,5. C: pozitivna

kontrola, ktora sa liSila od ostatnych vzoriek len absenciou testovanej latky, namiesto nej

obsahovala len rozpustadlo. Finalna koncentracia mednatych iénov bola 2 uM.
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Obr. 29. VPLYV KYSELINY 2,4,6-TRIHYDROXYBENZOOVEJ NA PRODUKCIU HYDROXYLOVYCH

RADIKALOV Z MEDOU-KATALYZOVANEJ FENTONOVEJ REAKCIE PRI pH 4,5 a 7,5. C: pozitivna

kontrola, ktora sa liSila od ostatnych vzoriek len absenciou testovanej latky, namiesto nej

obsahovala len rozpustadlo. Finalna koncentracia mednatych idénov bola 2 uM.
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Obr. 30. VPLYV KYSELINY BENZOYLAMINOOCTOVEJ NA PRODUKCIU HYDROXYLOVYCH
RADIKALOV Z MEDOU-KATALYZOVANEJ FENTONOVEJ REAKCIE PRI pH4,5a7,5. ** odpovedd
p<0,01 vs. pozitivna kontrola. C: pozitivna kontrola, ktord sa liSila od ostatnych vzoriek len

absenciou testovanej latky, namiesto nej obsahovala len rozpustadlo. Finalna koncentrécia

mednatych iénov bola 2 uM.
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6.2 Lyza cervenych krviniek

Podla postupu, uvedeného v kapitole 5.2.2, bol skimany vplyv znova vsetkych
siedmych testovanych latok na medou-vyvolanu lyzu cervenych krviniek (Obr. 31-37).
Priemerna lyza Cervenych krviniek spésobena pridanim Cu?* iénov (vo findlnej koncentrécii
500 uM) bola po 4 hodinach inkubdcie 32,9 + 9,4 %. Spontanna lyza bez pridania tychto iénov
bola 1,5+ 0,8 %.

Na zdklade ziskanych vysledkov vieme posudit, Ze Ziadna z testovanych zlucenin
nedokdzala ochranit potkanie erytrocyty pred toxicitou medi. Pat zo siedmich testovanych
latok (kyselina benzoova, kyselina 4-hydroxybenzoova, kyselina 2,4-dihydroxybenzoova,
kyselina 3,4-dihydroxybenzoova a kyselina benzoylaminooctova) lyzu cervenych krviniek
nezastavilo, ale ani ju nezhorSovalo. Ich U¢inok bol teda neutrdlny (Obr. 31, 33-35 a 37).

Udvoch  testovanych  zlu¢enin  (kyselina  3-hydroxybenzoova  a kyselina
2,4,6-trihydroxybenzoovd) sme pozorovali zhorsenie hemolyzy. U kyseliny
3-hydroxybenzoovej bolo pro-oxidacné poOsobenie Statisticky vyznamné len pri
koncentraénom pomere 1:1 (kyselina 3-hydroxybenzoova:Cu?*) (Obr. 32). U kyseliny
2,4,6-trihydroxybenzoovej sme pozorovali narastajuicu lyzu erytrocytov vyvolanou medou zo
zvySujucou sa koncentraciou testovanej latky. Pro-oxidaéni ucinok bol vyznamny od

koncentraéného pomeru 1:2 (kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova:Cu?*) (Obr. 36).
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Obr. 31. VPLYV KYSELINY BENZOOVEJ NA MEDOU-VYVOLANU LYZU CERVENYCH KRVINIEK.
n.s. — nesignifikantna. C: pozitivna kontrola, ktora sa liSila od ostatnych vzoriek len absenciou
testovanej latky, namiesto nej obsahovala len rozpustadlo. Findlna koncentracia medi bola

vzdy 500 uM.
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Obr. 32. VPLYV KYSELINY 3-HYDROXYBENZOOVEJ NA MEDOU-VYVOLANU LYZU CERVENYCH
KRVINIEK. ** odpovedd p<0,01 oproti pozitivnej kontrole. C: pozitivna kontrola, ktora sa lisila
od ostatnych vzoriek len absenciou testovanej latky, namiesto nej obsahovala len rozpustadio.

Finalna koncentracia medi bola vidy 500 uM.
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Obr. 33. VPLYV KYSELINY 4-HYDOXYBENZOOVEJ NA MEDOU-VYVOLANU LYZU CERVENYCH
KRVINIEK. n.s. — nesignifikantna. C: pozitivna kontrola, ktord sa liSila od ostatnych vzoriek len

absenciou testovanej latky, namiesto nej obsahovala len rozpustadlo. Findlna koncentracia

medi bola vZzdy 500 puM.
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Obr. 34. VPLYV KYSELINY 2,4-DIHYDOXYBENZOOVEJ NA MEDOU-VYVOLANU LYZU CERVENYCH
KRVINIEK. n.s. — nesignifikantna. C: pozitivna kontrola, ktora sa liSila od ostatnych vzoriek len
absenciou testovanej latky, namiesto nej obsahovala len rozpustadlo. Findlna koncentracia

medi bola vzdy 500 uM.
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Obr. 35. VPLYV KYSELINY 3,4-DIHYDOXYBENZOOVEJ NA MEDOU-VYVOLANU LYZU CERVENYCH
KRVINIEK. n.s. — nesignifikantna. C: pozitivna kontrola, ktora sa liSila od ostatnych vzoriek len

absenciou testovanej latky, namiesto nej obsahovala len rozpustadlo. Findlna koncentrécia

medi bola vzdy 500 pM.
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Obr. 36. VPLYV KYSELINY 2,4,6-TRIHYDOXYBENZOOVEJ NA MEDOU-VYVOLANU LYZU
CERVENYCH KRVINIEK. * odpoveda p<0,05. C: pozitivna kontrola, ktora sa lidila od ostatnych
vzoriek len absenciou testovanej latky, namiesto nej obsahovala len rozpustadlo. Finalna

koncentrdcia medi bola vidy 500 puM.
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Obr. 37. VPLYV KYSELINY BENZOYLAMINOOCTOVEJ NA MEDOU-VYVOLANU LYZU CERVENYCH
KRVINIEK. n.s. — nesignifikantna. C: pozitivna kontrola, ktord sa liSila od ostatnych vzoriek len

absenciou testovanej latky, namiesto nej obsahovala len rozpustadlo. Findlna koncentracia

medi bola vZzdy 500 uM.

52



7. Diskusia

Flavonoidy su Siroko rozSirené prirodné latky, ktoré sa nachadzaji v mnohych
rastlinach ako sekundarne metabolity. Do organizmu ich prijimame vo va¢Som mnoizstve z
potravy, a preto je podrobne skimany ich vplyv na ludské zdravie. V minulosti boli u
flavonoidov pozorovane antioxidac¢né ucinky, ktoré mozu byt sposobené ich schopnostou
priamo vychytavat volné radikaly, chelatovat iény prechodnych kovov alebo inhibovat enzymy
zodpovedné za tvorbu reaktivnych foriem kyslika [82, 98]. Na druhej strane bola u velkého
mnoZstva flavonoidov detekovana aj schopnost potenciovat medou-spustend Fentonovu
reakciu a teda ich pro-oxidacné p6sobenie [99]. Flavonoidy prijimané potravou podliehaju v
organizme masivnemu metabolizmu eSte pred dosiahnutim systémového obehu. Su
rozkladané na jednoduché fenolické zliceniny, ktorych Ucinok je zatial preskimany v mensej
miere. Medzi tieto metabolity radime aj derivaty kyseliny benzoovej [100-102].

Predoslé studie ukazali, Ze fenolické zIG¢eniny maju vysoku antioxida¢nu aktivitu, ¢o
znameng3, Ze zabranuju poskodeniu organizmu tym, Ze vychytavaju volné radikdly. Aj po reakcii
s radikalmi zostavaju stabilné, pretoze vo svojej Struktire obsahuju konjugované dvojité
vazby, o spdsobuje, Ze su radikalové elektrony delokalizované [103].

Cielom tejto diplomové prace bolo stanovit schopnost siedmych benzoovych kyselin
lisiacich sa po¢tom a polohou hydroxylovych skupin substituovanych na aromatickom kruhu
vychytavat volné hydroxylové radikaly vznikajuce pocas medou-katalyzovanej Fentonovej
reakcie a tieZ pochopit vztah medzi ich Struktirou a antioxidac¢nou pripadne pro-oxida¢nou
aktivitou. Taktiez sme stanovovali aj vplyv testovanych latok na medou-navodenu lyzu
potkanich erytrocytov, ako viac biologicky relevantny model.

V predoslej studii od Velika a Krona (2012) bola merana antioxidacna aktivita proti
superoxidovému radikdlu u 14 derivatov benzoovych kyselin pomocou metddy podla
Beauchampa a Fridoviche (1971) [104]. Vysledkom tejto Studie bolo, 7Ze
monohydroxybenzoové kyseliny vykazovali najlepsiu antioxidaénu aktivitu. Pre antioxidacné
posobenie bolo dolezité, ked sa hydroxylova skupina nachadzala voci karboxylovej skupine v
ortho alebo para polohe. Naopak latky s hydroxylovou skupinou v meta polohe vykazali nizsiu
antioxidacnu aktivitu. Ako najlepsi antioxidant sa tu ukazala kyselina 2-hydroxybenzoova. Bola
ucinnejsia aj ako kyselina 4-hydroxybenzoova a obe boli UcinnejSie nez 3-hydroxybenzoova
kyselina. V pripade dihydroxybenzoovych kyselin bola antioxidacna aktivita o nieco nizsia.
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Latky, ktoré opat mali OH skupiny v ortho alebo para polohe voci karboxylovej skupine
vykazovali lepSie antioxidacné vlastnosti proti superoxidovému radikalu ako
dihydroxybenzoové kyseliny, ktoré mali OH skupiny v meta polohe. Ako najhorsie antioxidanty
sa ukdzali kyselina 3,5-dihydroxybenzoovd a 2,6-dihydroxybenzoova, tie mali dokonca
pro-oxida¢né ucinky. Vtejto studii bola zaradena aj trihydroxybenzoova kyselina, ato
konkrétne kyselina 3,4,5-trihydroxybenzoova (kyselina galova), ktorej OH skupiny su voci sebe
v ortho polohe atym padom im to umoZiuje chelatdciu, ktord viedla k ich antioxidaénému
pbésobeniu [105]. Tieto vysledky iba Ciasto¢ne odpovedaji nasim nameranym udajom. Aj v
nasom pripade bola kyselina 4-hydroxybenzoovd s OH skupinou v para polohe ucinnejsi
antioxidant nezZ kyselina 3-hydroxybenzoova s OH skupinou v meta polohe, ktorej pésobenie
bolo neutrdlne. A rovnako tak kyselina 2,4-dihydroxybenzoova vykdzala o nieCo lepSiu
schopnost vychytavat hydroxylové radikaly ako kyselina 3,4-dihydroxybenzoova, ktora ma
jednu OH skupinu v meta polohe. V pripade kyseliny 2,4,6-trihydroxybenzoovej, ktorej OH
skupiny su voci sebe v meta polohe, atym padom chelatdcia nie je moznd, ¢o viedlo kich
rasticej pro-oxidaénej aktivite. Z naSich zaverov vSak jasne vyplyva, Ze
dihydroxysubstituované kyseliny maju lepsiu antioxidacnu aktivitu ako benzoové kyseliny s
jednou OH skupinou. Logickym dévodom by mohol byt fakt, Ze nasa studia vyuZivala kovy ako
iniciatori tvorby volnych radikalov a latky s o-dihydroxyskupinou ich moézu chelatovat. To plati
pre kyselinu 3,4-dihydroxybenzoovu. U kyseliny 2,4-dihydroxybenzoovej bude asi klucovu
Ulohu zohravat priame pdsobenie scavangera, tj. vychytavaca volnych radikalov, pretoze
chelatdcia ionov medi je v tomto pripade nepravdepodobna.

Podobné zavery ako u predoslej prace boli pozorované tiez v studii od Mansouri et al.
(2005), ktora porovnavala schopnost niekolkych benzoovych kyselin vychytavat peroxid
vodika. Ten je sice telu vlastnd neradikalova zlucenina, ktord moze vznikat pri oxidacnych
procesoch v organizme, ale taktieZ sa moze premenit na vysoko reaktivny hydroxylovy radikal
za katalyzy idnmi prechodnych kovov. Aj tu mali monohydroxybenzoové kyseliny, konkrétne
kyselina 3-hydroxybenzoovd a 4-hydroxybenzoovd, wvysSiu aktivitu ako dihydroxy-
substituovana kyselina 3,4-dihydroxybenzoovd. Avsak v tomto pripade bola kyselina
3-hydroxybenzoova s OH skupinou v meta polohe ucinnejsia nez 4-hydroxybenzoova kyselina
s OH skupinou v para polohe [106].

Oproti tomu k opacnym vysledkom dospeli v praci od Moazzen et al. (2022), v ktorej

bola tiez testovand antioxidacna aktivita 11 hydroxybenzoovych kyselin pomocou metddy
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vyuZivajucej DPPHe (1,1-difenyl-2-(2,4,6- trinitrofenyl)hydrazyl) a ABTS+e (2,2"- azinobis(3-
ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfondt). Ukazalo sa, Ze vysSie antioxidacné ucinky zlucenin
su spbdsobené pritomnostou viac ako jednej hydroxylovej skupiny v molekule. Kyselina
4-hydroxybenzoova tu vykazovala len velmi slabu aktivitu. Substiticia hydroxylovej skupiny v
meta polohe (3 a 5) viedli ku zvySeniu antioxidacnej aktivity s tym, Ze najlepSie p6sobenie bolo
pozorované u kyseliny 3,5-dihydroxybenzoovej. Naproti tomu zliceniny s hydroxylovymi
substituentmi v ortho (2 a 6) a para polohach (4) boli menej Gucinné [103]. Musime ale nutne
pripomenut, Ze biologicka relevancia pouzitych syntetickych stabilnych radikdlov DPPHe a
ABTS+e je nejasna, aStudie, ktoré ich vyuZivaju, mozu zistit len antioxidacné, ale nie
pro-oxida¢né posobenie.

Celkovo mbéZeme povedat, Ze zavery ziskané z vyssie uvedenych studii sa Ciastocne
potvrdili aj v nasSej praci. Kyselina benzoova, ktord nie je substituovana hydroxylovou
skupinou, vykazovala iba mierny antioxidacny ucinok v prostredi s neutralnym pH. Rovnako
tak kyselina benzylaminooctova, ktora neobsahuje zZiadnu OH skupinu, ale jej p6sobenie bolo
pro-oxida¢né. NajvyraznejSiu antioxida¢nu aktivitu vykazovali |atky substituované dvomi
hydroxylovymi skupinami. Zaujimavé su aj rozdielne krivky kyseliny 3,4-dihydroxybenzoovej a
2,4-dihydroxybenzoovej. Ako bolo uvedené vyssSie, rozdiely su asi dané rozdielnym
mechanizmom ucinku. Kyselina 2,4,6-trihydoxybenzoova obsahuje tri hydroxylové skupiny ale
vykazovala rastucu pro-oxidaénu aktivitu. MozZe to byt z dévodu, Ze ani jedna z hydroxylovych
skupin sa nenachdadza vodi karboxylovej skupine v meta polohe. Na zaklade ziskanych udajov
mobzeme teda predpokladat, Ze poloha a pocet hydroxylovych skupin ma zasadny vyznam pre
urcenie antioxida¢ného ucinku benzoovych kyselin.

Vdaka uskutolneni ex vivo experimentov bolo zistené, Ze dva derivaty (kyselina
3-hydroxybenzoova a 2,4,6-trihydroxybenzoova) lyzu potkanich erytrocytov navodenou
pridavkom medi eSte zhorSovali a stdvali sa tak toxickymi. V pripade kyseliny
2,4,6-trihydroxybenzoovej odpovedali vysledky zaverom z in vitro experimentov, Ze ma latka
pro-oxidacné posobenie. U kyseliny 3-hydroxybenzoovej bolo toxické pésobenie v ex vivo
podmienkach pomerne prekvapivé, lebo v in vitro experimentoch sa javila len ako neutrdlna.
Celkovo teda nemdzeme predpokladat, Zze by tieto latky boli vyuZitelné ako univerzélne
antioxidanty a ich pouZitie u Wilsonovej chorobe, kde mo6zZe dojst prave k hemolyze z dévodu

vysokej koncentracie medi v plazme nie je redlne [107].
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MozZeme tak konstatovat, Ze je vidy nutné preverit vysledky z in vitro testov na ex vivo
experimentoch alebo v in vivo podmienkach. Ak by latky preukazali toxické posobenie v in vivo
testoch a tiez na nadorovych bunkach, ktoré vSeobecne maju vyssi obsah medi, mohli by najst

uplatnenie v protinddorovej terapii [108].
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8. Zaver

Na zaklade ziskanych vysledkov sme dospeli k zaveru, Ze antioxida¢ne najucinnejSim
metabolitom flavonoidov bola kyselina 2,4-dihydroxybenzoovd, ktord pdsobila antioxidacne
pri pH 4,5 uz od koncentracného pomeru 1:100 apri pH 7,5 od 1:2 (kyselina
2,4-dihydroxybenzoova:Cu?*). Kyselina benzoovd vykazovala antioxidaény uéinok len pri
koncentraénych pomeroch 5:1 a7 50:1 (kyselina benzoova:Cu?*) pri pH 7,5. V pripade kyseliny
4-hydroxybenzoovej a 3,4-dihydroxybenzoovej sme pozorovali vyrazny antioxidacny ucinok
len pri vysSich koncentracidch v oboch hodnotach pH. Kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova
pbsobila pro-oxidac¢ne pri pH 7,5 od koncentraéného pomeru 10:1 a pri pH 4,5 od
koncentraéného pomeru 50:1 (kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova:Cu?*). TaktieZ aj kyselina
benzoylaminooctova (kyselina hippurovd) vykazovala pro-oxida¢né vlastnosti pri pH 4,5 od
koncentratného pomeru 10:1 a pri pH 7,5 len pri pomere 100:1 (kyselina
benzoylaminooctova:Cu?*). Jedine kyselina 3-hydroxybenzoova vykazovala neutrdlny vplyv.

Tiez sme zistili, Ze ani jedna z testovanych zlucéenin nie je schopna v Ziadnej testovane;j
koncentracii zabranit lyze potkanich erytrocytov vyvolanych medou. U kyseliny benzoovej,
4-hydroxybenzoovej, 2,4-dihydroxybenzoovej, 3,4-dihydroxybenzoovej a
benzoylaminooctovej sme pozorovali neutrdlny vplyv. Avsak u kyseliny 3-hydroxybenzoovej a
2,4,6-trihydroxybenzoovej sme pozorovali Statisticky vyznamné zhorSenie hemolyzy pri
vysSich koncentracnych pomeroch.

Na zdklade ziskanych Udajov by sme mohli predpokladat, Ze kyselina
2,4,6-trihydroxybenzoova, ktord mala pro-oxidacné poOsobenie vin vitro aj ex vivo

podmienkach, sa teda nehodi k terapii presytenia organizmu medou.
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