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1. Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Alexandra Klenovi¢ova

Skolitel’: prof. PharmDr. Pfemys] Mladénka, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Zuzana Lomozova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Vplyv benzoovych kyselin, metabolitov flavonoidov, na

zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu

Oxidacny stres je stav, kedy dochadza k zvySenej produkcii vol'nych radikélov,
ktoré prekrocili endogénnu antioxidac¢n aktivitu a vedu k poskodeniu biomolekul. Rada
Pudskych ochoreni je spojovanad s oxidaénym stresom. PouZitie antioxidancii ale
v klinickej praxi zlyhalo, je mozné, Ze sa na tom podiel’a i fakt, Ze v pripade zvySenej
koncentracie antioxidantu, alebo pri réznych patofyziologickych stavoch organizmu
mozu antioxidanty vykazovat' preferencne prooxida¢nt aktivitu. Rdézne in vitro
a epidemiologické Stadie potvrdili pritomnost antioxidacnych a  prooxidaénych
vlastnosti u flavonoidov. AvSak na zaklade ich farmakokinetiky je zjavné, Ze po per
oralnom prijme tychto latok dochadza k signifikantnému metabolizmu v hrubom creve,
kedy v interakcii s ¢revnou mikroflérou vznikaji malé fenolické latky. Naskytd sa tu
moznost’, Ze antioxidacné a rizikové prooxidacné vlastnosti, ktoré¢ boli pripisované
flavonoidom su v skutocnosti vlastnostou ich metabolitov. V naSej praci sme sa
venovali prave k identifikécii tychto vlastnosti u derivatov benzoovej kyseliny za
pomoci zelezitymi i6nmi indukovanej Fentonovej reakcie a HPLC meranim sme
preukazali zvySenu resp. zniZenll produkciu hydroxylovych radikélov. Celkom bolo
otestovanych 8 metabolitov s benzoovym jadrom za 2 pH podmienok. V pripade
pritomnosti dvoch hydroxyskupin v molekule latky (kyselina 2,4-dihydroxybenzoova
a kyselina 3,4-dihydroxybenzoova) dochadzalo k prejavom antioxidacnej aktivity.

NavySenie poctu hydroxyskupin u kyseliny 2,4,6-trihydroxybenzoovej nezvysilo



antioxida¢nu aktivitu, laitka naopak prejavovala prooxidacnu aktivitu. V pripade
nepritomnosti  hydroxyskupiny v molekule, (kyselina benzoova, kyselina
benzoylaminooctova) latka neprejavovala preferencne ani antioxidaénl, ani
prooxida¢ni  aktivitu.  Analogicky, latky sjednou hydroxyskupinou (3-
hydroxybenzoova a 4-hydroxybenzoova kyselina) mali taktiez neutralny vplyv na tato
reakciu. Tato praca poukédzala na vyznamné rozdiely v anti- a prooxidanych
pdsobeniach testovanych latok, ktoré je treba vzhl'adom na in vitro charakteru tejto

diplomovej prace, overit’ taktiez v in vivo podmienkach.



2. Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology & Toxicology
Student: Alexandra Klenovicova

Supervisor: Prof. Pfemysl Mladénka, PharmDr., Ph.D.
Consultant: Zuzana Lomozova, Ph.D.

Title of diploma thesis: The impact of benzoic acids, metabolites of flavonoids, on the

iron-catalysed Fenton reaction

Oxidative stress is a condition in which there is an increased production of free
radicals that exceeds endogenous antioxidant activity and leads to damage of
biomolecules. A number of human diseases are associated with oxidative stress.
However the use of antioxidants has failed in clinical trials, but it is possible that the
fact that antioxidants may preferentially exhibit prooxidant activity under elevated
antioxidant concentrations in various pathophysiological conditions. Various in vitro
and epidemiological studies have confirmed the presence of antioxidant and prooxidant
properties in flavonoids. However, on the basis of their pharmacokinetics, it is evident
that after their oral intake, significant metabolism in the colon takes place, where small
phenolic substances are formed in interaction with the intestinal microflora. There is a
possibility that the antioxidant and harmful prooxidant properties that have been
attributed to flavonoids are in fact a characteristic of their metabolites. In our work, we
have focused specifically on the investigation of these properties in benzoic acid
derivatives using the ferric ion-induced Fenton reaction. Increased and decreased
hydroxyl radical production, respectively, was demonastrated by HPLC measurements.
A total of 8 benzoic metabolites were tested under 2 pH conditions. In substances
containing two free hydroxyl groups (2,4-dihydroxybenzoic acid and 3.,4-
dihydroxybenzoic acid), there was a manifestation of antioxidant activity. Additional

hydroxyl groups in the case of 2,4,6-trihydroxybenzoic acid did not increase the



antioxidant activity, on the contrary, the substance showed prooxidant activity. In the
absence of a hydroxy group in the molecule, (benzoic acid, benzoylaminoacetic acid),
neither antioxidant nor prooxidant activity was observed. Analogously, substances with
one hydroxy group (3-hydroxybenzoic and 4-hydroxybenzoic acid) also had a neutral
effect on this reaction. This work showed significant differences in the anti- and
prooxidant activities of the tested substances, which, due to the in vitro nature of this

thesis, need to be verified also under in vivo conditions.



3. Ciel’ prace

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo preskimat’ antioxidacné, pripadne prooxidacné
vlastnosti metabolitov flavonoidov, presnejSie benzoovych kyselin, ktoré vznikaju interakciou
s bakterialnou mikroflorou v hrubom creve. Naplilou prace bolo zistit' tieto vlastnosti na
zaklade vplyvu benzoovych kyselin na Zelezitymi idnmi indukovanu Fentonovu reakciu
s naslednou indukciou alebo inhibiciou produkcie vol'nych radikalov pomocou HPLC merania.
Pre analyzu boli vybrané 2 pH podmienky: pH 7,5, teda pH blizke neutralnemu pH, a taktiez
pH 4,5, ktoré imituje vyrazna acidozu, pH lyzozémov a taktiez pH, ktoré méze byt’ pozorované

v zaludku.
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4. Teoreticka cast’

5.1. Flavonoidy

5.1.1. Uvod

Flavonoidy povazujeme za jednu z najdolezitejSich skupin zltcenin, ktoré sa vyskytuji
u vyssich rastlin. S poc¢tom viac ako 10 000 doposial’ objavenych flavonoidov ich zarad'ujeme
medzi jednu z najrozsirenejSich skupin rastlinnych latok. Spolo¢ne s fenolovymi kyselinami,
lignanmi, taninmi a stilbenmi spadaju medzi sekundarne (poly)fenolické metabolity rastlin.
Popisané st ich antioxida¢né, antihypertenzné, protikancerogénne, antiangiogénne,

antimikrobialne, protivirusové, ale aj antimalarické ucinky. (Ullah et al. 2020)

Flavonoidy su vo velkej miere obsiahnuté v zelenine, ovoci a v €aji. Pre ¢loveka je
denny prijem flavonoidov v rozmedzi od 150 mg az do 600 mg v zavislosti na regione
a dié¢tnom Style jednotlivca, ktoré sa celosvetovo vyrazne lisia. Prikladom je Velka Britania,
kde sa konzumadciou ¢ierneho ¢aju zvySuje celkovy prijem flavonoidov, kedy sa toto ¢islo vo

vysledku pohybuje v rozpiti od 500 do 1000 mg. (Escobar-Cévoli et al. 2017)

5.1.2. Historia flavonoidov

Za objavitela flavonoidov povaZzujeme Alberta Szent-Gyorgyi. Tento vyznamny
madarsky biochemik sa narodil v Budapesti 16.9. 1893 a zomrel 22.10. 1986 vo Woods Hole,
v State Massachusetts, v Spojenych Statoch americkych. Pocas svojho zivota za zasluzil o
mnoho objavov, medzi ktoré patria izolovanie redukujucej latky z nadobliciek, ktord bola
neskor identifikovand ako vitamin C. Preukézal taktiez existenciu redukujucich latok
v rastlinnych pletivach , a aj v zivo¢iSnych tkanivach. Jeho Stadium biologickych oxida¢nych
javov viedlo krozpoznaniu katalytickych vlastnosti C4-dikarboxylovych kyselin, objavu
flavinu a k popisu jeho biologickej aktivity. Taktiez popisal vitaminovu povahu flavanonu,
ktory oznacil za vitamin P. Jeho celozivotné tsilie ho doviedlo az k ziskaniu Nobelovej ceny
za fyziologiu a medicinu v roku 1937, ktord mu bola udelend za biologické procesy s osobitym

doérazom na vitamin C. (Protivova 2006)

12



5.1.3.Chemicka Struktura flavonoidov

Flavonoidy sa na zaklade svojej chemickej Struktary zaraduji do skupiny
polyfenolickych latok. Vo svojej molekule obsahuju 15 uhlikov, ktoré vytvéraju skelet
flavonoidu C6-C3-C6. (Sharma et al. 2019)

Uhliky tvoria benzopyron s dvomi aromatickymi kruhmi, ktoré oznacujeme ako kruh
A a kruh B. Tieto aromatické kruhy st navzajom spojené cez heterocyklicky pyranovy kruh,
oznaceny ako kruh C (viz Obr. 1). (Kaushal et al. 2022)

Flavonoidy mézeme rozdelit' do celej rady kategorii, a to na zéklade stupiia sytosti
heterocyklického kruhu, polohy kruhu C, pritomnosti nenasytenej vizby medzi polohami 2 a 3
a pritomnosti hydroxylovej skupiny v polohe 3. Prikladom nenasytenych flavonoidov su
flavony, flavonoly, izoflavony, na druhej strane medzi nasytené flavonoidy radime flavanony,

dihydroflavonoly a flavan-3-oly. (Dias et al. 2021)

Dalsi sposob akym moézeme delit’ flavonoidy je na zaklade ich vizby na cukor.
Flavonoidy, ktoré su vo volnej forme, Cize vo svojej molekule neobsahuju cukor, su
oznacované ako aglykony. Majoritné mnoZstvo flavonoidov sa vSak v prirode nachadza vo
forme glykozylovanych flavonoidov, kedy najrozSirenejSie su flavonoidné O-glykozidy, ale
samozrejme mdzeme najst’ aj flavonoidy viazané vo forme C-glykozidov. Prave pritomnost
cukrového zvySku meni fyzikélne a chemické vlastnosti latky, a to najmé zlepSenie rozpustnosti

vo vode. Methylacia naopak zlepSuje vstup flavonoidov do buniek. (Dias et al. 2021)

Obr. 1 VSeobecna struktura flavonoidu

13



5.1.4. Klasifikacia

Flavony - Su jedna z najdolezitejSich skupin spomedzi vsetkych flavonoidov, hoci je
ich vyskyt v l'udskej strave maly, najmi v porovnani s inymi podskupinami ako flavonoly
a flavanoly. Vo svojej Struktire maju obsiahnuta dvojita vizbu a na C4 lokalizovanu keténovu

skupinu (viz Obr. 2) Vicsina flavonov st 7-O-glykozidy. (Shen et al. 2022)

Typicky sa nachadzaji v Cervenej paprike, pazitke, zeleri, cibule, oregane, bazalke,
tymiane alebo v pomarancoch. Zastupcovia tejto skupiny flavonoidov st napriklad luteolin,
apigenin, tangerin, nobiletin. Ich ucinky st rozsiahlo skiimané na rdézne mozné indikécie.
Napriklad apigenin vyvolava zastavenie bunkového cyklu v réznych Stadiach proliferacie,
G1/S-fazy alebo aj G2/M fazy, moduluje expresiu roznych génov a indukuje apoptézu buniek.
(Salehi et al. 2019)

Obr. 2 Vseobecna Struktura flavonu

Flavonoly - typicka je pre flavonoly pritomnost’ 3-hydroxylovej skupiny sti¢asne s 4-
ketoskupinou a dvojitou vézbou v polohe 2-3. (viz Obr. 3). Do tejto podskupiny flavonoidov
zarad'ujeme latky ako je kempferol, kvercetin, myricetin, ktoré su taktiez jednymi
z najStudovanejsich latok medzi flavonoidmi. Zaujimavé je, ze na zaklade polohy pripojené¢ho

cukrového zvySku mozeme rozliSit' zdroje kvercetinu. Zatial' o kvercetin-4’-glukozid sa

14



nachadza v cibule, tak kvercetin-3-glukozid mézeme najst’ v jablkach. Okrem ovocia a zeleniny
je vyznamnym zdrojom flavonolov ¢aj a ¢ervené vino. Flavonoly sa vyznacuju antioxida¢nou
aktivitou, inhibiciou lipooxygenazy (LOX), inhibiciou NADPH
(nikotinamidadenindinukleotidfosfat) oxidazy. Vyznamna je u kemferolu aj antiproliferativna

aktivita. (Graefe et al. 1999; Mladénka et al. 2010)

OH

@]

Obr. 3 VSeobecna Struktara flavonolu

Flavanony - Oznacuju sa aj ako dihydroflavony (viz Obr. 4), alebo citrusové flavonoidy
na zaklade ich vysokého vyskytu v citrusovych plodoch. St skupinou pritomnou vo vsetkych
citrusoch. Medzi ich vyznamné vlastnosti patri schopnost’ zachytavat’ vol'né radikaly, ¢o ich
radi medzi flavonoidy s antioxidacnymi vlastnostami, su schopné znizovat hladinu

cholesterolu v krvi a maju protizapalové vlastnosti. (Panche et al. 2016)

V prirode sa vyskytuji vo forme glykosidov, ale moéZeme ich najst’ aj vo forme
aglykonov. Glykosidy st vacSinou disacharidy, kde cukrové zlozka je naviazana v polohe 7.
Zarad’'ujeme sem neohesperidozu alebo rutindézu a aglykony naringenin, hesperidin alebo

eridiktyol. (Rihova 2008)
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Obr. 4 Vseobecna Struktura flavandénu

Flavanoly - Ich Struktura vychadza z flavanu. Su oznacované aj ako flavan-3-oly, ¢o
znamena, ze v ich molekule je pritomna hydroxylova skupina a to v pozicii C3 (viz Obr. 5). Je
mozné pozorovat uréiti podobnost’ so Struktirou anthokyanidinov, ktoré na rozdiel od
flavanolov maju kladny naboj a dvojiti vizbu na C kruhu. Flavanoly je moZzné n4jst’ bud’ ako
monomeérne Struktary, ktoré oznacujeme ndzvom katechiny, alebo ako polyméry, zname ako
proanthokyanidyny. Pricom rozdiel medzi katechinmi a epikatechinmi je na zéklade
priestorovej orientacie hydroxylovej skupiny v polohe C3. Flavanoly sa vyskytuju v ¢aji, alebo

taktieZ v kakau. (Panche et al.2016; Rihova 2008)

OH

Obr. 5 VSeobecna Struktura flavanolu
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Anthokyany - Mo6zu existovat’ vo forme aglykonov (anthokyéanov) (viz Obr. 6), alebo
aj vo forme glykozilovanych anthokyanidinov. Tato podskupina je najviac zastipena
v pigmentoch zodpovednych za sfarbenie rastlinnych kvetov a ovocia. NajcastejSie vyskytujice
sa monomérne anthokyany st kyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin. Dodavaja
charakteristické sfarbenie napriklad brusniciam, ribezliam, cervenému hroznu, malinam,
jahodam alebo cucoriedkam. Farba ovocia alebo kvetov zavisi od pH a od methylacie alebo

acetylacie hydroxyskupiny na kruhu A a B. (Mattioli et. al. 2020; Panche et al. 2016)

O+

X

Z

OH

Obr. 6 VSeobecna Struktira anthokyanu

Izoflavonoidy - Strukturalne sa od flavonoidov li§ia polohou kruhu C, ktory sa
nachadza v pozicii 3 (viz Obr. 7). Téato skupina je vyznamna svojou schopnostou indukovat
hormonalne a metabolické zmeny. Prave vd’aka tejto vlastnosti sl izoflavonoidy oznacované
ako fytoestrogény. Do skupiny izoflavonoidov patria latky ako genistein alebo daidzein.

(Panche et al. 2016)

Medzi ich zdroje zarad’ujeme sdju fazulova (Glycine max), ktord je prave pre svoju

biologické vlastnosti Siroko vyuzivana v terapii a zmiernovani menopauzalnych priznakov.

(Gao et al. 2006)
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Obr. 7 VSeobecna Struktara izoflavonoidu

Neoflavonoidy - Su zname aj pod oznacenim flavanoidy. Prvym izolovanym
neoflavonoidom bol kalofyloid vroku 1951. Zatial ¢o flavonoidy maji Strukturu 2-
fenylchromen-4-onu, neoflavonoidy su 4-fenylchromenu bez hydroxylovej substitiucie

v polohe 2 (viz Obr. 8). (Panche et al. 2016)

Obr. 8 VSeobecna struktira neoflavonoidu
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Chalkony - Ide o lipofilné Struktary, ktoré pozostavaji z dvoch aromatickych zvyskov
navzajom prepojenych karbonylovym systémom troch atdmov uhlika. (viz Obr. 9)

(Constantinescu a Lungu 2021)

Vdaka absencii kruhu C su typicky oznaCované aj ako flavonoidy s otvorenym

retazcom. Zastupcovia tejto podskupiny su floridzin a arbutin. (Panche et al. 2016)

0o

Obr. 9 VSeobecna Struktara chalkonu

3.1.5. Syntéza flavonoidov

Flavonoidy sa v rastlinach tvoria vd’aka dvom biosyntetickym draham. Jednou z nich je
fenylpropanoidnd draha, pocas ktorej dochddza k tvorbe fenylpropanoidného skeletu
flavonoidu C6-C3. Druhou drahou je drdha polyketidova, inak oznacovana ako Sikimatova

cesta, ktora vytvara blok pre polymérne C2 jednotky. (Panche et al. 2016)

Pociato¢ny produkt Sikimatovej cesty je fenylalanin, z ktorého nésledne vznika kyselina
Skoricovd posobenim enzymu fenylalanin amonialyazova kataldza. Hydroxyldza kyseliny
Skoricovej hydroxyluje kyselinu Skoricovu v polohe C4 a tym vznik4 kyselina p-kumarova. Na
tuto kyselinu d’alej posobi kumarinovd CoA (koenzym A) ligdza a to za vzniku p-kumaroyl

CoA. Medzitym vo fenylpropanoidnej drahe vzniké malonyl CoA. (Shen et al. 2022)

Po vytvoreni oboch substratov, malonyl CoA aj p-kumaroyl CoA, na obe latky posobi

chalkonsyntaza a kondenzacnou reakciou dochddza ku vzniku naringeninového chalkonu.
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Naringeninovy chakon je kIicovym substratom na produkciou celej skaly flavonoidnych
skupin. Katalytickym podsobenim chalkonizomerdzy dochdadza ku vzniku flavanonov.
Cyklizaciou chalkonového naringeninu zase vznikd naringenin. Naringenin v reakcii
s flavonsyntazou Ia Il katalyzuje tvorbu flavonov, alebo pdsobenim izoflavonsyntdzy na
naringenin moéze vznikat izoflavon. Vplyvom flavon-3-hydroxylazy na naringenin vznika
dihydrokvercetinu a dihydromyricetinu. Prehl’'adnt schému biosyntetickych procesov je mozné

vidiet’ na obrazku 10. (Shen et al. 2022)

Samozrejme biosyntézu flavonoidov v rastlinach moézu ovplyvilovat' aj vonkajsie
faktory prostredia, ako je napriklad svetlo, miera zavlahy alebo teplota. Vyznamny vplyv na
biosyntézu flavonoidov maju aj hormény, prikladom je kyselina jasmonova. Dalej to moze byt
fyzické zranenia rastlin, co moZe ovplyvnit' mieru expresie génov, ktoré st zapojené do

biosyntézy. (Panche et al. 2016)
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5.1.6. Metabolizmus flavonoidov u Pudi

Celkovo vieme metabolizmus flavonoidov rozdelit do dvoch komponentov. Prvy
komponent je zloZzeny zo zaludka, tenkého Creva a pecene, zatial’ o do druhého komponentu

zarad’'ujeme hrubé¢ Crevo. (Kaushal et al. 2022)

5.1.7. Metabolizmus flavonoidov v strednej ¢asti traviacej sustavy

Vicsina flavonoidov existuje vo forme glykozidov a hoci ma tato forma vel'mi dobra
rozpustnost’ vo vode a v zalido¢nych §t'avach, neoplyva schopnostou jednoduchého transportu
cez membrany. D4 sa teda povedat’, ze flavonoidy tazko vyuziji svoju zlepsent rozpustnost’
v tejto Casti kompartmentu, nakol’ko sa tazko vstrebavaji v kyslom prostredi, st vo forme

glykozidov a plocha Zzalidocne;j sliznice je mala. (Kaushal et al. 2022)

DalSou ¢astou prvého komponentu je tenké &revo. Vdaka velkému absorpénému
povrchu sliznice tu dochadza k najvacSiemu vstrebavaniu nutrientov z potravy. Na povrchu
epitelovych buniek sa vSak nenachddzaju Ziadne Specifické transportéry pre flavonoidy.
V tomto tUseky traviacej sustavy, vSak asi dochadza k absorpcii niektorych flavonoidov
pomocou pasivneho transportu skrz sodik-depedentny transportér oznacovany ako SGLT-1.

(Kaushal et al. 2022)

V prvom komponente metabolizmus su lokalizované hydrolyzujuce a konjugacné
enzymy. Hydrolyzujice enzymy svojim pdsobenim na niektoré flavonoidné glykozidy

vytvarajua aglykony, ktoré vie telo lepSie vyuzit'. (Kaushal et al. 2022)

Mimo c¢revny kefovy lem sa nachddza enzym laktdza florizin hydrolaza, ktory
zabezpeduje vznik niektorych flavonoidnych aglykénov. Dalej v tenkom éEreve
prebieha odstranenie cukrovej skupiny B-glukozidaciou za vzniku menSich hydrofobnych
aglykonov. Nie vSetky glykozidy, napr. rutin, s ale l'udskymi enzymami metabolizovatelné na
zodpovedajuce aglykéony. Okrem vstrebavania dochddza k tenkom creve aj k effluxu
flavnoidov spit’ do luménu creva. Effluxované flavonoidy postupuju d’alej do traviaceho traktu,

kde podstupuju degradéciu. (Kaushal et al. 2022)
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Proces effluxu prebieha prostrednictvom skupiny aktivnych effluxnych transportérov
sthrne oznaCovanych ako ABC, ktoré st pritomné na apikalnej casti epitelidlnych buniek. Do
tejto skupiny spadd P-gp (P glykoprotein, znamy taktiez ako MRP 1, multidrug resistance
multidrug resistance protein ), MRP 2 a BCRP (breast cancer resistance protein). (Skalova et

al. 2013)

Na zéklade tychto faktov je jasné, Ze iba mala ¢ast’ metabolitov transportovanych cez
bazolateralnu membranu a cez portalnu zilu prechadza do pecene, kde bude nasledne dochadzat’
k dalsim metabolickym procesom. Dva hlavné metabolické procesy, ktoré¢ flavonoidy
podstupuju v peeni su 1) oxidacné reakcie, sprostredkované cytochromom P450, tie su skor
malo vyznamnou metabolickou cestou u tychto latok na rozdiel od po nich nasledujtcich 2)
konjugacnych reakcii, presnejSie glukuronidacia, sulfatdcia a methyldcia pomocou
konjuganych enzymov UDP-glukuronosyltransferazy (UGT), sulfotransferazy (SULT),
katechol-O-methyltransferazy (COMPT) za vzniku prislusnych konjugatov s nizSou
biologickou aktivitou. Aj tieto vzniknuté konjugéaty podliechaji effluxu do lumenu creva
pomocou membranovych transportérov zrodiny ABC. ZvySok metabolitov je nasledne
transportovanych do cielovych tkaniv avSak Cast’ z nich sa stdva sucastou enterohepatalneho
obehu anasledne je vyluCovana mocom a stolicou. Flavonoidné metabolity, ktoré neboli
vstrebané v tenkom Creve a flavonoidné glykozidy, ktoré nepodliehali hydrolytickym reakciam
st transportované d’alej do hrubého ¢reva. Metabolizmus flavonoidov v Zalidku, tenkom creve
a peceni, ich fyzikalne chemické vlastnosti i efflux z buniek ¢revnej sliznice vedie k nizkej
crevne] absorpcii aglykonu, ktord ¢ini vacSinou maximalne 10-20% z celkového mnozstva

flavonoidov. (Kaushal et al. 2022)

5.1.8. Kolonicky metabolizmus flavonoidov

Flavonoidy d’alej podliehaji metabolizmu v hrubom creve, kde st Strukturdlne
modifikované a mikrobiadlne degradované pdsobenim ¢revnej bakteridlnej mikroflory. (Kaushal

et al. 2022)

Mikrobiém hrubého ¢reva sa aktivne podiel’a na metabolizme flavonoidov. V kolone sa
totiz nachadza vyznamne vicsie mnozstvo baktérii ako tomu bolo v tenkom creve. Jedna sa

hlavne o obligidtne anaerobne formy baktérii. (Trojan 2003) Patria sem Bifidobacteria,
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Actinobacteria, Bacteroidetes, Clostridium, Enterococcus, Firmicutes, Fusobacteria,
Lactobacillus, Eubacterium ramulus, Spirochaeta a d’alSie. Aerdbne baktérie, kam spada
Escherischia coli sa nachadzaju v kolone v zanedbatelnom mnozstve, ktoré sa pohybuje okolo

1%. (Kaushal et al. 2022)

Vicsina flavonoidov ato ako vo forme glykozidov, tak aglykonov, ktoré neboli
absorbované v tenkom Creve, alebo ¢revnym/pecenovym metabolizmom vzniknuté konjugaty,
su v kolone mikrobialne Stiepené. Heterocyklus flavonoidov sa Stiepi v réznych miestach za
vzniku aromatickych kyselin a d’alSich malych fenolickych latok. Medzi ne patria fenyloctové,
fenylpropionové a benzoové kyseliny a malé benzénové derivaty. Rada tychto latok ma
hydroxyskupinu pévodom z kruhu B. Tieto metabolity si d’alej konjugované v peceni alebo
v oblickéach okrem iného aj na kyselinu hippurovu a d’alej vylu¢ované moc¢om. Na zaklade ich
novo vzniknutych fyzikalnych a chemickych vlastnosti sa metabolity lepSie vstrebavaji.

(Kaushal et al. 2022;Gao et al. 2006)

Okrem pritomnosti heterocyklického kruhu je mikrobidlna degradacia zavisla aj na
zoskupeni hydroxylovych skupin v molekule flavonoidu. Prave pritomnost’ tychto skupin

v polohéach 4°,5 a 7 zvySuje odolnost’ molekuly vo¢i Stiepeniu kruhu. (Choudhury et al. 1999)

Metabolity flavonoidu rutinu sa po jeho per ordlnom prime nachadzaju v plazme az po
4 az 8 hodinach. To dokazuje, Ze k jeho majoritnému vstrebavaniu dochadza az v kolone.

(Jaganath et al. 2006)

O osude kruhu A molekuly flavonoidu v organizme sa vie vel'mi malo. Predpoklada sa,
7ze dochadza k vzniku floroglucinolu (1,3,5-trihydroxybenzén) a jeho derivatov s moznou

naslednou degradaciou za vzniku oxidu uhlicitého. (Greafe et al. 1999)

V priebehu 50. rokov 20. storocia boli identifikované prvé flavonoidné metabolity, iSlo
0 3,4-dihydroxyfenyloctovi kyselinu, 3-hydroxyfenyloctovii kyselinu a homovanilova

kyselinu. Latky sa nasli v mo¢i zvierat po per ordlnom prijme kvercetinu. (Dias et al. 2022)

Kvercetin ako jeden z najlepSie preskimanych a najznamejSich flavonoidov ma celu
radu metabolitov, kam okrem vyS$Sie spomenutych kyselin dnes zarad'ujeme aj kyselinu

protokatechuovu alebo kyselinu 3-(3-hydroxyfenyl)propionovi. (Semaming et al. 2015)

Je nutné poznamenat, ze napriklad kyselinu protokatechuovi (kyselina 3.,4-
dihydroxybenzoova), ktora povazujeme za jeden z najlepSie preskimanych metabolitov, je

mozné ziskat’ aj ako metabolit anthokydnov a kyselina homovanilova (kyselina 4-hydroxy-3-
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metoxyfenyloctova) je metabolit minimalne 4 r6znych flavonoidov. Kyselina homovanilova je
taktiez obsiahnutd v celej rade rastlin, ktoré st vyuzivané v potravinarstve, ako je Olea
europaea, Vitis vinifera, Hibiscis sabdariffa, Eucommia ulmoides, Citrus microcarpha Bunge.

(Semaming et al. 2015)

Kyselina 3-hydroxyfenyloctova je pokladana za jednu znajmenej preskiimanych
metabolitov, hoci ide o metabolicky produkt celej rady flavonoidov, prikladom su kvercetin,
rutin, kempferol, monomérne flavanoly katechin a epikatechin ale aj oligomére prokyanidiny.

(Dias et al. 2022)

Niektoré z tychto metabolitov, presnejsie povedané 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina
a homovanilové kyselina su taktiez zndme aj ako endogénne, resp. telu vlastné latky. Podiel’aju

sa na metabolizme katecholaminov, kam spada napriklad degradacia dopaminu. (Graefe et al.
1999)

Kyselina hippurova alebo tiez oznacovana aj ako N-benzoylglycin vznikéa ako produkt
hepatalnej konjugacie fenolovych kyselin s glycinom. Bolo dokdzané, ze znizend hladina tejto
kyselina ma stvislost’ s rozvojom metabolickych ochoreni, obezitou a hypertenziou. (Henning

et al. 2013)

Vyznamnu tlohu hra v tomto pripade aj ¢revna mikroflora, nakol’ko kazdy organizmus
ma iné zastipenie a zlozenie Crevnych baktérii a tym padom dochadza k tvorbe trochu in¢ho

kvantitativne a kvalitativne zastupeného spektra metabolitov. (Semaming et al. 2015)

Spomedzi flavonoidnych latok, oligoméry a polyméry flavan-3-olov, ktoré suhrne
oznacujeme ako proanthokyanidiny sa nedegraduji na monoméry, ako by sa dalo ¢akat’, ale st
taktieZ metabolizované ¢revnou mikroflorou na fenolové kyseliny, presnejSie na derivaty

kyseliny fenylpropionovej, fenyloctovej a benzoovej. (Monagas et al. 2009)

TaktieZ metabolizmus izoflavonoidov mé svoje Specifikd. Medzi metabolické produkty
genisteinu a daidzenu sa radi nielen kyselina 4-hydroxyfenyloctova ale aj equol, ktory svoje
maximalne hladiny v 'udskom organizme dosahuje po 16 hodinach. Equol sa d’alej Stiepi na

mensie fenolové kyseliny. (Gao et al. 2006)
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5.1.9. Vyskyt v rastlinach

Flavonoidy st klacovi participanti v réznych dolezitych biologickych procesoch
v rastlindch. Zabezpecuju sfarbenie kvetov a plodov, ¢o sluzi k prilakaniu opelovacov. Dalej
sluzia protektivne voci roznym druhom stresorov ako su bylinozravci, huby, baktérie, ale
taktiez zabezpeCuju absorpciu ultrafialového ziarenia. Podiel’aju sa na raste, vyvoji rastlin.
Prikladmi rastlin, ktoré vd’aka obsahu flavonoidov maju vyrazné benefity pre zdravie ¢loveka
su Ginko biloba alebo vyssie spomenutt Glycine max. Ginko ma vd’aka obsahu flavonoidnych
glykozidov vyrazné antibakteridlne, protivirusové, protizdpalové, protirakovinové ucinky.
Vynimoc¢nou vlastnostou jej aj jeho neuroprotektivita, ktord sa v praxi Siroko uplatiiuje. Ta
moze byt ale sprostredkovand aj inymi latkami — terpenickymi lakonmi ginkgolidymi. Dal$ou
rastlinou s medicinalnymi benefitmi je soja fazul'ova, ktord napoméha udrziavat’ optimalny
krvny tlak, rozhodujtci je aj vplyv s6ji na homeostdzu pohlavnych horménov a preto sa sdja

pouziva pri zmiernovani priznakov menopauzy. (Shen et al. 2022; Niu et al. 2022)

Okrem rastlin, ktor¢ st svojimi vyhodami pre zdravie ¢loveka zname, tak su tieto latky
obsiahnuté aj v ovoci alebo zelenine, kde taktiez zohravaju dolezita ulohu. V raj¢iakoch jedlych
je oneskorené dozrievanie plodov spojené prave s antioxidacnymi vlastnostami obsiahnutych
flavonoidov. Je totiz zname, Ze paradajky obohatené o anthokyany maji vyrazne dlhSiu
trvanlivost’ v dosledku oneskoreného zretia a maji zvySenu obranyschopnost’ vo¢i patogénom.

(Petric et al. 2018)

5.2. Klinické vlastnosti flavonoidov

5.2.1. Uvodny prehlad

Flavonoidy vykazuju Siroké spektrum zdraviu prospeSnych vlastnosti, ktoré je mozné
teoreticky vyuzit' v terapii chronickych, ale aj aktitnych chordb. Ich priaznivé u€¢inky mézu byt
vyuzitelné v terapii kardiovaskuldrnych ochoreni, aterosklerdzy, neurodegenerativnych

ochoreni alebo v terapii réznych typov karcinomov. (Panche et al. 2016)

Uz v dnesnej dobe sa na lie¢bu niektorych chordb vyuzivaji urcité flavonoidy alebo ich

zmesi. Diosmin, rutin, hesperidin si dnes sti¢astou mnohych bezne uzivanych registrovanych
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lieCivych pripravkov na liecbu priznakov zilnej insuficiencie dolnych koncatin, alebo pri

zmiernovani priznakov a lie¢bu hemoroidalnych ochoreni. (Shen et al. 2022)

Pocetné sStudie dokazali, ze flavonoidy su aktivni supresori zapalovych cytokinov,
modulatorov dréh stvisiacich so zépalom. Dilatuju cievy, zlepSuji endotelidlnu dysfunkciu
a znizuju tak krvny tlak, chrania proti agregacii dosticiek, inhibujii makrofdgovu infiltraciu
v tukovom tkanive, ¢o dokazuje, ze maju preukazany priaznivy efekt v ochrane voci

ochoreniam kardiovaskularneho systému. (Shen et al. 2022)

Je dokazané, ze flavonoidy maji ochranné vlastnosti aj v progresii inzulinovej
rezistencie prostrednictvom reguldcie pankreatickych [ buniek, hepytocytov a adipocytov.
(Shen et al. 2022). Kvercetin vyznamne znizuje glykémiu, ale taktieZ vyrazne zniZuje telesna

hmotnost’ a hladiny triacylglycerolov (TAG). (Zhang et al. 2018)

U apigeninu zase existuju Stadie, ktoré popisuju jeho schopnost’ inhibovat’ progresiu
nealkoholovej steatdozy pecene a to zniZovanim lipidovej akumulacie a zniZenim oxida¢ného

stresu. (Pang et al. 2019)

Je nutné si ale uvedomit’, Ze pri beznom per ordlnom podani sa rada tychto G¢inkov
neprejavi, vdaka vel'mi nizkej biodostupnosti parentnych flavonoidov. Na druhej strane mozu
byt niektoré popisované ucinky navodené ich metabolitmi, vysSie popisanymi malymi

fenolickymi latkami.

5.2.2. Antioxida¢né vlastnosti flavonoidov

Dlhodobo sa traduje, Ze prirodné antioxidanty maju cenné U¢inky na l'udské zdravie a to

v prevencii celej rady ochoreni. (Safaeian et al. 2018)

Predpokladalo sa, ze kl'uCova ulohu maju antioxidacné vlastnosti aj pri
neurodegenerativnych ochorenia, typicky Alzheimerova alebo Parkinsonova choroba. Bol
preskimany vzt'ah medzi progresiou ochoreni a homeostazou zeleza, medi, zinku, ktoré
pravdepodobne hraji dolezita ulohu v patofyziol6gii minimalne Alzheimerovej choroby, hoci
presny patofyziologicky mechanizmus ochoreni nie je znamy. Kovy ako st zinok, Zelezo alebo
med’ st esencidlne v centrdlnom nervovom systéme a zucastiiuju sa enzymatickych pochodov,

mitochondridlnych funkcii, neurotransmisie a st dolezité taktiez vo veciach pamaiti a ucenia.

27



V pripade ak nastane dysregulacia hladin kovov, dochadza k bunkovej smrti v urcitych
mozgovych oblastiach a tym aj k progresii neurodegeneracie. Taktiez bola zistena pritomnost’
medi azinku v amyloidnych plakoch, ktoré su typické u pacientov s Alzheimerovou

demenciou. (Friggeri et al. 2014)

Oxida¢ny stres aznizend antioxidacnd obrana organizmu je dobre popisanym
mechanizmom aj v rozvoji kardiovaskularnych ochoreni, moéze spdsobovat vznik alebo
zhorSenie stavu arterialnej hypertenzie, aterosklerdzy i ischemickej choroby srdca. Oxidacny
stres taktiez prispieva k celkovej progresii ochoreni u diabetickych pacientov. (Safaeian et al.

2018)

Pri¢inou oxida¢ného poskodenia si voI'né radikdly, ktoré primarne delime na reaktivne
formy kyslika (ROS) a reaktivne formy dusika (RNS). ROS su reaktivne formy, vac¢Sinou
radikaly, s najva¢sim vyskytom v zivych organizmoch. Zarad’'ujeme sem superoxid, kyslikovy
radikal, hydroxylovy radikal, alkoxy radikal, peroxylovy radikal, peroxid vodiku a d’alSie. Za
beznych fyziologickych podmienok s tieto radikaly v urcitej rovnovahe, ktora je kl'ai¢ova pre
udrzanie zdravia. Vplyvom starnutia organizmu, niektorych nezdravych navykov, pripadne
toxickych latok dochédza k prekroCeniu hranice fyziologicky akceptovate'ného mnozstva
vol'nych radikélov a vznika riziko poSkodenia organizmu. Vol'né radikaly totiz poskodzuju celé

spektrum biomolekul vratane lipidov, proteinov a DNA. (Sun et al. 2022)

Flavonoidna antioxida¢na aktivita je povaZovana za jednu z najlepSie preskiimanych
klinickych vlastnosti flavonoidov. Ludsky organizmus je prirodzene schopny udrZiavat
rovnovahu medzi antioxidantmi a oxidantmi a to prostrednictvom antioxidacnych obrannych
systémov. V priebehu patologickych stavov vSak dochadza k nerovnovahe tychto systémov
a pésobenim volnych radikdlov v konecnom dosledku vedie k poSkodeniu buniek. Vd’aka
antioxida¢nym schopnostiam sa predpokladalo, Ze flavonoidy mdzu branit’ alebo zmierfiovat
priznaky Sirokého spektra ochoreni, ktoré tizko suvisia z oxidacnym stresom. (Shen et al. 2019)
Vzhl'adom k ich nizkej biodostupnosti toto ale nie je pravdepodobne biologicky relevantné pri

per ordlnom podani.

Na to aby latka fungovala ako priamy vychytdva¢ ROS, musia byt splnené urcité
podmienky v chemickej Struktire molekuly latky. V prvom rade musi tato molekula obsahovat’
dve hydroxylové skupiny v ortho polohe na kruhu A alebo B. Na kruhu C musi byt pritomna
2,3-dvojita vézba, ktora bude v konjugacii so 4-oxo funkénou skupinou. Toto zoskupenie

funkénych skupin bude zabezpetovat delokaliziciu elektronov. Dalsou nemej déleZitou
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podmienkou je pritomnost’ hydroxylovej skupiny v polohach 3 a 5, vd’aka ¢omu bude vznikat’
vodikova védzba s oxoskupinou. Pritomnost’ a spravne usporiadanie hydroxylovych skupin teda

vyrazne ovplyviiuji antioxida¢nu aktivitu latky. (Shen et al. 2022)

Tieto Strukturdlne podmienky su dolezité kvoli flavonoidnej schopnosti darovat
elektrony ROS/RNS a tym znizovat’ ich hladiny ato za vzniku stabilnych flavonoidnych
radikélov a stabilizdcie ROS/RNS. (Perez et al. 2014)

Je znadme, Ze akdkol'vek alkylécia alebo acetylacia hydroxylovych skupin na kruhu A a
B vyrazne znizuje biologicku antioxidacnu aktivitu flavonoidov. Flavonoidy takto nie su
schopné interakcie s vizobnymi enzymami a tym padom nie st schopné zhasania ROS. (Sarian

etal. 2017)

Zvysenu antioxida¢nu aktivitu vykazuji polymérne flavonoidy tj. proanthokyanidiny,
nakol'ko obsahuji zvySeny pocet hydroxylovych skupin a to v polohdch, ktoré boli vysSie
spomenuté. Schopnost’ vychytavat ROS moézZe byt podporena pritomnostou dvojitych vizieb
vo fenolovom kruhu, hydroxylovymi boc¢nymi retazcami alebo glykozilovanymi

anthokyanidinmi. (Shen et al. 2022)

Antioxidacny uc¢inok flavonoidov nemusi byt dosiahnuty vSak len jednym
mechanizmom, ale moze ist' o kombinaciu viacerych u€inkov. Okrem eliminacie ROS/RNS
moze dochadzat’ ku vzniku antioxidacnej ochrany pomocou interakcie s enzymami, ktoré riadia
tvorbu radikdlov, ako st glutathion-S-transferdza, NADH-oxiddza, mikrozomalna
monooxygenaza alebo mitochondridlna sukcinoxiddza. Okrem toho su flavonoidy schopné
zvySovat’ ochranu antioxida¢nych systémov a vd’aka svojmu nizkemu redoxnému potencialu
maju flavonoidné latky schopnost’ chelatovat’ kovové i6ny a tym znizovat' tvorbu vol'nych

radikdlov. (Perez et al. 2014)

5.2.3. Prooxidacna aktivita

Za urcitych podmienok spojenych s vyssou davkou flavonoidov alebo s patologickym
stavom mozu flavonoidy vykazovat preferencne skor prooxidacné vlastnosti. Nest so sebou
riziko inhibicie mitochondridlneho dychania, priameho poSkodenia DNA, peroxidacie lipidov

a inhibicie enzymov zapojenych do metabolizmu horménov, ¢o moze viest k ireverzibilnému
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poskodeniu organizmu. Na druhej strane prooxidacné ucinky flavonoidov veda k apoptdze

rakovinovych buniek. (Mot et al. 2014)

Ich pdsobenie v protinadorovej terapii je vSak sporné, nakol’ko u niektorych flavonoidov
boli hlasené mutagénne a kokarcinogénne vlastnosti. Tieto vysoko skodlivé vplyvy na l'udsky
organizmus su pripisované prave prooxida¢nym vlastnostiam a schopnosti generovat’ vol'né

radikaly. (Kopustinskiene et al. 2020)

Interakciou flavonoidov s ROS vznikaju fenoxylové radikaly, ktorych zivotnost’ je
nizka a pohybuje sa okolo 200 ps. Rizikové su tieto radikaly kvoli ich vysokej reaktivite. Dalej
podliehaju oxidécii za vzniku stabilnejsich flavonoidnych chindnov. Tie su sice stale reaktivne,
ale je mozné ich stabilizovat’ pomocou konjugécie s nukleofilmi, napr. glutationom (GSH)
cysteinom. Fenoxylové radikdly mézu taktiez vznikat vplyvom enzymov tzv. peroxidaz.
Intracelularne su fenoxylové radikaly tvorené myeloperoxidazou lokalizovanou v neutrofiloch.
Enzym taktiez indukuje peroxidaxiou lipidov a kooxidaciou GSH za vzniku thiolovych
radikalov. DalSou alternativou vzniku flavonoidnych radikélov je autooxidacia. Prikladom je
kvercetin, ktorého autooxidacia nastava spontanne pri fyziologickom pH. Autooxidacia
myricetinu je urychlena pridanim Zeleza. Flavonoidy s prilahlym trihydroxylovym zoskupenim
ako aj hydroxylové skupiny v polohe para vykazuju zna¢nl autooxidaciu. Na druhej strane
flavonoidy ako kempferol, rutin, monohydroxylové flavonoidy alebo glykozilovany kvercetin
nevykazuju Ziadne znamky autooxidacie. Flavonoidy s vys$§im poctom hydroxylovych skupin
v kruhu B vyznamne zvySuji produkciu volnych radikdlov vo Fentonovej reakeii.

(Prochazkova et al. 2011)

Flavonoidy, ktoré¢ vo svojej Struktire maji obsiahnutu katecholovu Struktru, napr.
kvercetin, luteolin alebo eriodiktyol maju schopnost’ oxidovat’ nizkomolekularne antioxidanty
NADH, askobart alebo GSH. Vo vSeobecnosti sa d4 v tomto pripade uplatnit’ pravidlo, Ze ¢im
maju flavonoidy niz8i redoxny potencial, tym l'ahSie st oxidované H.O: alebo peroxidazou

a tym l'ahSie oxiduju nizkomolekularne antioxidanty. (Prochdzkova et al. 2011)

Bolo zistené, Ze so zvySujucou sa koncentraciou flavonoidov kvercetinu, myricetinu
a kempferolu dochddza k znizeniu jadrového GSH a aktivity glutation-S-transferazy (GST).
Myricetin, ktory ma zo vSetkych troch flavonoidov najviac hydroxylovych skupin bol
najaktivnej$i. NaruSenie antioxida¢nej ochrany, ktord pozostava z GST a GSH v bunkovom
jadre vedie k poSkodeniu genetického materidlu a peroxidacii membranovych lipidov. (Sahu et

al. 1996)
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5.2.4. Protizapalova aktivita

Zapalovy proces hrd vyznamnu fyziologicku ulohu v obrane organizmu a pri hojeni ran.
Avsak v pripadoch, kedy dochadza k poruchdm regulaénych mechanizmov zapalu, zépalovy
stav pretrvava a prechadza do chronicity. Nasledne moze dojst’ k poskodeniu tkaniv a organov.
Zapal je sucastou celej rady chronickych ochoreni ako je diabetes mellitus, kardiovaskularne
alebo aj neurologické ochorenia. Zapalové procesy su sprostredkované prozapalovymi
cytokinmi, interleukinmi, ktoré oznacujeme IL-1, IL-6, IL-8, IL-13, d’alej to je prostrednictvom
tumor nekrotizujuceho faktoru o (TNF-a)), amyloidu AP ale aj C reaktivnym proteinom (CRP).
Sucastou zéapalového procesu je aj oxidaCny stres, ktory poSkodzuje tkanivd. Vplyvom
oxida¢ného stresu dochadza k naruSeniu integrity buniek, deStrukcii proteinov, lipidov a

nukleovych kyselin. (Al-Aubaidy et al. 2021)

Bolo zistené, ze 12 tyzdnové podavanie potravy bohatej na citrusové flavonoidy
(naringin a hepseridin) vyznamne znizilo hladiny IL-6, ako aj hladiny 8-OHdg, ¢o je skratka
pre oxidovanu formu guanosinu, ktord sa pouziva ako biomarker oxida¢ného stresu u RNA.

(Al-Aubaidy et al. 2021)

Naringin taktiez v roznych S§tudiach preukazal svoje antioxidacné, protizapaloveé,
antimikrobidlne a antiaterogénne vlastnosti. V Cine existuje naringin vo forme patentovaného
liecivého pripravku, ktory ma vlastny ¢lanok v liekopise. Ide o perordlnu tekutt liekova formu,
ktora sa pouziva pri lieCbe chronickych zapalovych ochoreni dychacich ciest, ako je astma alebo
chronické obstruk¢éna choroba plic. Naringin totiZ znizuje hladinu prozépalovych citokinov a
taktiez podporuje tvorbu tych protizapalovych. Klinicky benefit naringinu spociva v rychlejSom
zotaveni pacientov, ako aj v zniZeni poctu komplikécii spojenych so zadpalovym ochorenim.

(Yao et al. 2021)

5.2.5. Antihypertenzna aktivita

Celosvetovo st ochorenia kardiovaskularneho systému povaZované za najrozsirenejSiu

skupinu chronickych ochoreni s najvysSou morbiditou a mortalitou. (North a Sinclair 2012)
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Dominantnym rizikovym faktorom je zvyseny krvny tlak, resp. arterialna hypertenzia,

ktora spdsobuje az 9,4 milionu umrti rocne. (Ettehad et al. 2016)

V kategoérii neovplyvnitel'nych rizikovych faktorov vedu vek a pohlavie, kedy vo veku
do 55 rokov dominuju ochorenia kardiovaskuldrneho systému u muzov, vo veku nad 55 rokov
uZ tento rozdiel medzi pohlaviami nie je taky vyrazny. Dalej je rizikova zIa Zivotosprava,
nedostatok pohybu, fajCenie, obezita, ale rizikové s aj pridruzené ochorenia ako je diabetes

mellitus alebo dyslipidémia. (Saeed et al. 2017)

Oxid dusnaty je dolezitou latkou, ktord sa zcastiiuje vo fyziologickych procesoch
v ¢ervenych krvinkach alebo v endotele ciev. M4 protektivnu funkciu v kardiovaskularnom
systéme. Dolezity je oxid dusnaty v procese relaxacie buniek hladkého svalstva, prevencii
adhézie a migracie leukocytov do steny artérii, ako aj v prevencii proliferacie, adhézie
a agregacie krvnych dosticiek. Vzniké z L-argininu oxidéaciou, ktora je katalyzovana enzymom
tzv. NO syntazou (NOS). Nedostatok NO moze viest ku vzniku a naslednej progresii
oxida¢ného stresu v kardiovaskuldrnom systéme. Toxicky je v tomto pripade peroxynitrit, ktory
je silnym oxidantom a sposobuje patologické zmeny v organizme. Vznika reakciou NO so
superoxidom (*O: ) . Dlhodobéa expozicia ciev oxidaénému stresu moze viest' ku vzniku
endotelidlnej dysfukncie, ktord sa vyznacuje zniZzenou vazodilatdciou, prozapalovym a
protrombotickym stavom. Typicka je pri endotelidlnej dysfunkcii nedostato¢na biologicka
dostupnost” NO. Tento jav moze byt spdsobeny jeho zniZzenou syntézou alebo zvySenym

odburavanim prostrednictvom ROS. (Ancion et al. 2019)

Mechanizmus ktorym flavonoidy pdsobia na tento patofyziologicky proces je inhibicia
indukovatel'nej formy syntézy oxidu dusnatého (NOS), zvySend aktivita endotelialnej NOS
atym aj zvySenie produkcie NO. Pre zachovanie tejto vlastnosti musi Struktira flavonoidu
obsahovat’ 2,3-dvojit vézbu, 4-ketoskupinu, 3,5,4’-trihydroxylovil skupinu a methylaciu
v polohach 3 a 5 alebo 4-hydroxyskupinu, ¢o mdze zvysit antioxidacnu aktivitu. (Shen et al.

2022)

Uz niekol’ko §tadii potvrdilo antihypertenzné ucinky flavonoidu kvercetinu a jeho
blizkeho derivatu kempferolu, kedy podévanie 150 mg kvercetinu po dobu 6 tyzdiiov zniZilo

systolicky tlak u hypertenznych jedincov o 2,6 mm Hg. (Larson et al. 2012)

Kvercetin ovplyviiuje arteridlnu hypertenziu aj svojou schopnostou zlepSovat
vaskularne vlastnosti endotelu. Zo vSetkych flavonoidov mé prave kvercetin najvyraznejsi efekt

na zvySovanie hladin NO. (Larson et al. 2012; Shen et al. 2022)
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Zaujimavy je fakt, ze na dosiahnutie dostato¢ného ucinku kvercetinu je potrebny urcity
stupen arteridlnej hypertenzie, nakol’ko u normotenznych pacientov nedochédzalo k ziadnemu
ovplyvneniu tlaku a v niektorych pripadoch ku zmendm nedochddzalo ani u pacientov,
u ktorych bola zaznamenana prehypertenzna faza ochorenia. KI'icovym faktorom je v tomto
pripade aj vek pacienta, kedy k zlepSeniu endotelidlnej funkcie dochadzalo skor u pacientov
mladSieho veku, popripade u pacientov v strednom veku. V tychto skupinach pacientov je
arteridlna hypertenzia sposobend primarne zvySenim periférneho vaskuldrneho odporu,
zuzenim odporovych artérii a arteriol, S pribudajucim vekom dochadza k aterosklerotickym
zmendch na artériach, kedy tieto zmeny vedu k zvysenej rigidite ciev a vaskularnej dysfunkeii.

(Egert et al. 2009)

Dalsia $tadia na prehypertenznych japonskych muZoch a Zenach ukazala, Ze
proanthocyanidinovy extrakt z hroznovych semien ma tendenciu znizovat arterialny krvny tlak
a zlepSovat’ elasticitu ciev, ovplyvituje hrabku steny a ukladanie kolagénu do stien ciev. (Odai

et al. 2019)

V poslednych rokoch vSak dochadza k prehodnoteniu flavonoidnych antihypertenznych
vlastnosti a novsie Studie sa priklanaji skor k moznosti, ze zniZenie arterialneho krvného tlaku
je sposobené malymi fenolickymi latkami, resp. flavonoidnymi metabolitmi. Prikladom toho je
aj fakt, Zze v pripade flavonoidu kvercetinu, jeho aglykén, popripade konjuga¢né metabolity
nevykazuju in vivo ziadne antihypertenzné vlastnosti a ich koncentracia v plazme je takmer
nulovd. Mdze to znamenat’, ze v pripade per oralneho prijmu kvercetinu by jeho doposial’
pripisované vazorelaxacné vlastnosti boli v skutocnosti sprostredkované zmesou metabolitov

vznikajuicich v GIT. (Pourova et al. 2018)

Ddkazom toho je aj objav antihypertenznych vlastnosti u metabolitov kvercetinu, kedy
r6znym mechanizmom dochéadza ku zniZeniu arteridlneho krvného tlaku po podani kyseliny 3-
(3-hydroxyfenyl)propionovej, kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctovej alebo 4-methylkatecholu.
Viac k téme antihypertenzné ucinky malych fenolovych latok bude pojednavané v kapitole

3.3.4. (Najmanova et al. 2020)
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5.2.6. Protidostickova aktivita

Zvysena agregacia krvnych dosti¢iek je uzko spéta s patofyziolodgiou Sirokého spektra
chronickych ochoreni. Ovplyvnenie agregacie trombocytov moze mat protektivne vlastnosti

v ulohe kardiovaskularneho zdravia. (Ciumarnean et al. 2020)

Protidostickovy uc¢inok flavonoidov je sprostredkovany hlavne antagonizmom
tromboxanovych A: receptorov, okrem toho v pripade izoflavonoidov bola zistena schopnost’
inhibovat’ COX-1 (cyklooxygendza-1), kedy tento ich uG¢inok bol ciastocne porovnatelny
s efektom kyseliny acetylsalicylovej, ktord sa beZzne pouziva v sekundédrnej prevencii
kardiovaskularnych prihod. V pripade porovnania schopnosti inhibovat’ COX-1, najvyraznejsie
zo vsetkych flavonoidov sa tato aktivita prejavila u izoflavonoidu genisteinu. Na preukazanie
tohto efektu izoflavonoidov bola esencidlna pritomnost izoflavonového kruhu so 7-
hydroxylovou skupinou. Je teda zjavné, Ze poloha kruhu B je klIi¢ova pre inhibiciu COX-1.
Pre antagonizmus A. tromboxanovych receptorov nie su tieto Strukturalne podmienky zavizné

a aktivitu neovplyviuju. (Karlickova et al. 2016)

Okrem vyznamného ovplyvnenia metabolizmu kyseliny arachidénovej flavonoidy
ovplyviiuji agregéaciu krvnych dosti¢iek aj zmenami v produkcii kolagénu, ktory je znamy
svojim vyznamnym vplyvom na prvl fazu agregacie krvnych dosti¢iek. (Ciumarnean et al.

2020)

Pribudajiice informacie o flavonoidnom metabolizme vSak naznacuju, Ze materské
flavonoidy nemusia byt hlavnym zdrojom protidostickovej aktivity, nakolko v krvi sa
vyskytuji v prakticky nemeratelnom mnoZzstve. Je teda moZné tento protidostickovy jav
pripisat’ ich metabolitom, malym fenolovym kyselindm, ktoré sa na rozdiel od materinskych
flavonoidov vstrebavaju do systému v signifikantnom mnozstve. Medzi flavonoidné metabolity
s preukazanou schopnostou blokovat’ agregaciu trombocytov patria kyselina hyppurova,

rezorcinol, pyrogalol a-methylkatechol. (Applova et al. 2019)
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5.2.7. Hypolipidemicka aktivita

Schopnost'ou znizovat’ hladiny LDL (low-density lipoprotein) cholesterolu flavonoidy
prispievaju k celkovej protekcii kardiovaskularneho systému. KedZe ateroskleréza je
patologicky stav, kedy dochddza k akumulécii lipidov v stenach ciev, je pri¢inou vzniku
a progresie mnohych chronickych ochoreni, typicky infarktu myokardu. Z patofyziologického
hl'adiska je ateroskleroza charakterizovand akumulaciou penovych buniek v subendotelidlnom
priestore. Podkladom je vysoka hladina Castic cholesterolu (hlavne LDL) inkorporovanymi
makrofdgmi. Tieto biele krvinky imunitného systému vedu k nadmernému uvoltiovaniu
oxidovanych molektl LDL cholesterolu. Okrem toho dochadza makrofagmi indukovanej

zapalovej reakcii. (Ciumdrnean et al. 2020)

Je zname, Ze Cervené vino vyznamne ovplyviuje krvné hladiny lipidov vratane
postprandidlnej lipidémie. Pomocou inhibicie pankreatickej lipadzy, dochadzalo k zniZenému
vstrebavaniu triglyceridov a tym k ovplyvneniu postprandialnej lipidémie. Pankreaticka lipaza
je totiz klaicovy enzym, ktory hydrolyticky Stiepy triglyceridy na menSie ¢astice schopné
vstrebavania do krvného obehu. Tymto mechanizmom flavonoidy nie len ovplyviiuji hladinu
lipidov, ale st uzko spojené so stratou hmotnosti, zniZzovanim obezity v populécii a v prevencii
kardiovaskularneho rizika. Bolo pozorované, Ze prijem cerveného vina viedol taktiez k
vyznamnému znizeniu hydroperoxidov lipidov, €o je vysoko proaterogénna frakcia. Tento efekt
cerveného vina je pripisovany obsiahnutym flavonoidom z niekol’kych tried, v zasade sa jedna
o flavanoly (epikatechin), flavonoly (kvercetin) a antokyany (malvidin-3-glukozid). (Fernandez

et al. 2017)

Ako uz bolo vyssie spomenuté skupina athokyanov ovplyviiuje hladiny lipidov. O tento
fakt sa opiera aj niekolko §tadii, kedy sa zistilo, Ze dlhodobé podavanie tychto latok ma
podstatny vplyv nie len na zniZovanie hladin proaterogénneho LDL cholesterolu, ale taktiez
dochéadza k ovplyvneniu a zvySeniu hladin HDL (high-density liporotein) cholesterolu, ktory
ma kl"icové antiaterogénne vlastnosti, ¢ize ide o celkové zlepSenie lipidového profilu. (Curtis

etal. 2013)
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5.2.8. Antihyperglykemicka aktivita

Diabetes mellitus je chronické metabolické ochorenie, ktoré je charakterizované
zvysenou hladinou cukru v krvi, tj. hyperglykémiou. Patofyziologickym zakladom ochorenia
je porucha sekrécie inzulinu alebo porucha tc¢inku inzulinu v cielovom tkanive, popripade
kombinacia oboch mechanizmov. Chronické expozicia tkaniv hyperglykemickému stavu ma za
nasledok ireverzibilné poSkodenie organov, ich dysfunkciu a nasledné zlyhanie. Poskodené su

hlavne o¢i, oblicky, nervy, srdce alebo cievy. (American diabetes association 2013)

Skupina latok, ktorti sihrne oznac¢ujeme pojmom anthokyany sa vyznacuji Sirokym
spektrom pozitivnych uc¢inkov u pacientov s diabetom. Latky reguluji expresiu génu pre
glukézovy transportér typu 4 (GLUT4), zvySuju aktivaciu tzv. peroxisome proliferator-
activated receptor Y (PPARY) a to ako v tukovom tkanive, tak aj v kostrovom svalstve dochadza
k zvyseniu sekrécie adiponektinu a leptinu. Jednd sa o to inhibitory intestindlneho enzymu o
glukozidazy, ako aj pankreatickej a-amylazy. Flavonoidna skupina anthokyanov mé pozitivny
vplyv aj na sekréciu inzulinu v B bunkach pankreasu. Na zaklade vysSie spomenutych ucinkov
sa vedci zhoduju na pozitivnom metabolickom vplyve zvySenej konzumaécie ovocia a zeleniny

s obsahom anthokéanov v prevencii a lieCbe diabetu. (R6zanska a Regulska-Ilow 2018)

5.3. Metabolity flavonoidov

5.3.1. U¢inky fenolovych Kyselin in vitro a in vivo

Nakol'ko metabolity flavonoidov maju lepSie farmakokinetické vlastnosti, dochadza
k ich lepSiemu vstrebavaniu, ako u materskych latok. Tiez bolo zistené, ze tieto produkty
degradacie flavonoidov maju potentnejSiu fyziologicku aktivitu ako materskd flavonoidna
latka. (Murota et al. 2018) Je teda mozné, ze Siroka Skala ucinkov, ktoré su pripisované

flavonoidom, st v skuto¢nosti u¢inky ich metabolitov. (Williamson a Clifford 2010)

Na zéklade vykonanych stadii je taktiez mozné povedat’, ze mnohé fenolové metabolity
flavonoidov rovnako alebo uc¢innejsie ovplyviuju fyziologické funkcie organizmu. (Yang et al.

2012)
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5.3.2. Antioxida¢na aktivita fenolovych kyselin

Podobne ako flavonoidy aj ich metabolity maji multifunkéntl antioxidac¢na aktivitu,
nakol'ko pdsobia ako redukéné ¢inidla, maji schopnost’ chelatovat’ aniény niektorych kovov
atym zabranit kovom katalyzovat’ radikalové reakcie, spomaluji alebo znizuji rozsah
peroxidacie lipidov, taktiez st schopné zhasat’ singletovy kyslik. Je mozné predpokladat’, ze
vzhladom na S$iroki S$kalu mechanizmov, niektoré metabolity su schopné ovplyviiovat

oxidacny stres viac ako jednym spdsobom. (Masella at al. 1999)

KIacovu ulohu v antioxidacnom efekte fenolovych metabolitov flavonoidov hra ich
Struktira, kedy je tato vlastnost’ sprostredkovana pomocou aromatického kruhu, na ktorom je
pripojena hydroxylova skupina. Hydroxyskupina prepozi¢iava molekule schopnost’ inhibovat

aktivitu enzymov, chelatacie kovov, zapéjat sa do procesu tvorby volnych radikdlov a su

......

2020)

5.3.3. Priklady zastupcov fenolovych kyselin s antioxida¢nymi vlastnost’ami

3,4-dihydroxybenzoova kyselina

Kyselina protokatechuova, systematickym nazvom kyselina 3,4-dihydroxybenzoova je
fenolova kyselina s dvomi hydroxylovymi skupinami v ortho polohe. Téato latka ma Siroky
zaber klinicky vyuZiteI'nych vlastnosti. Je znama svojimi antimikrobidlnymi, protizapalovymi,
analgetickymi, antiapoptotickymi, antifibrotickymi, hepatoprotektyvnymi, antidiabetickymi,
antiaterogénnymi, ako aj neuroprotektivnymi schopnostami. Vo vyznamnej miere boli
preskimané jej antioxidacné vlastnosti, presnejSie vychytavanie roznych foriem ROS ato
hlavne hydroxylového radikalu a superoxidového anidénu. Okrem toho je schopna zvysit

aktivitu kataldz a glutathionperoxidazy. (Safaeian et al. 2018)

Medzi jej antioxida¢né mechanizmy sa radi aj chelatacia kovovych i6nov, kedy vd’aka
pritomnosti dvoch hydroxylovych skupin vo svojej Struktire st schopné interakcie napriklad
so Zeleznatymi i6bnmi. (Guglielmi et al. 2003) Vo vSeobecnosti sa d4 zhodnotit,, ze antioxidacny

ucinok fenolovych kyselin obsahujucich dve hydroxylové skupiny je vyraznejsi ako to je
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monohydroxylovych. Tento efekt je sposobeny vd’aka stabilizacii dihydroxylovych kyselin na
chinony. (Monagas et al. 2009)

Antiaterogénny efekt kyseliny protokatechuovej je mozné pripisat’ priamemu
antioxida¢nému efektu, presnejSie znizovaniu rozsahu peroxidacie lipidov. Tato fenolova

kyselina taktiez zvySuje odolnost’ LDL castic vo¢i oxidacii. (Masella at al. 1999)

Kyselina protokatechuovd dokazala svojimi antioxidanymi, protektivnymi
vlastnost'ami inhibovat’ fragmentaciu DNA sposobené oxidacnym stresom indukovanym H20-

v l'udskych neuronovych bunkéch. (Semaming et al. 2015)

Podavanie tohto flavonoidného metabolitu znizovalo v §tadii u starnticich potkanov
oxida¢ny stres podporou tvorby endogénnych antioxidacnych enzymov. Dochadzalo taktiez k
znizeniu oxida¢ného poskodenia indukovaného H20: u starntcich mysi. Tieto fakty naznacuju,
ze kyselina protokatechuovd mdze zabranit oxidaénému posSkodeniu u starnucich zvierat.

(Semaming et al. 2015)

3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina

Stadie dokazali, ze 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina, inak oznaCovana aj ako
homoprotokatechuova kyselina, ktora je metabolitom epigallokatechin-3-gallat, mé taktiez
antioxida¢né uCinky. Fenyloctové kyseliny su hlavnymi metabolitmi flavonoidu rutinu
(kvercetin-3-rutinozidu) a aj u tychto latok bola popisana antioxidacna aktivita, ktord svojim
mechanizmom bola vel'mi podobné vitaminu E in vitro. AvSak tato popisand antioxidana

aktivita bola nizsia ako to je u materinského flavonoidu. (Olthof et al. 2003)

V rdznych §tadiach, ktoré porovnavali antioxida¢nll aktivitu metabolitov, sa ukazalo Ze
prave kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctovd ma najpotentnejSie antioxida¢né ucinky a zniZuje
plazmaticktl hladinu peroxidovanych lipidov. Predpoklad4 sa, Ze tento metabolit svojimi
vlastnostami méZe chranit’ B bunky pankreasu, ktoré st vysoko citlivé na oxidaéné vplyvy,
nakol’ko maju relativne nizky obsah antioxida¢nych enzymov. Porucha  buniek je sposobena
v tomto pripade cholesterolom a vznikom mitochondridlnej dysfunkcie. Tym dochadza ku
spusteniu oxidacného stresu v bunkéch a v kone¢nom dosledku k apoptoze. Na zéklade tychto
dejov vznikaju B bunky s poruchou inzulinovej sekrécie. Molekuly ako je kyselina 3,4-
dihydroxyfenyloctova teda hraju vyznamnt ulohu v protekcii pankreasu a jedna sa o dokaz

uzkeho prepojenia antioxidacnych vlastnosti s patofyzioldgiou dolezitych ochoreni, v tomto
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pripade rozvoja inzulinovej rezistencie a vzniku diabetu mellitu 2. typu. (Carrasco- Pozo et al.

2015)

Hippurova kyselina

Kyselina hippurova, inak oznacovana aj N-benzoylglycin alebo
benzénkarbonylaminoetanova kyselina je jednym z najdélezitejSich metabolitov tzv. ¢ajovych
fenolov, kam radime katechiny. Nakol'’ko tato kyselina vo svojej Struktire neobsahuje ziadne

hydroxylové skupiny, tak neoplyva ani antioxidaénymi protektivnymi vlastnost’ami. (Olthof et

al. 2003)

5.3.4. Antihypertenzné ucinky fenolovych Kkyselin

Fenolové kyseliny pdsobia na arteridlny krvny tlak na réznych urovniach. KI'ai¢ova je
vazodilatacia sprostredkovand pomocou NO, inhibicia angiotenzin konvertujuceho enzymu,
antioxida¢né vlastnosti, pomocou ktorych dochddza k zniZovaniu oxidacného stresu ato
prostrednictvom vychytavania ROS, inhibicie NADPH oxid4dzy azvySenia antioxidacnej

obrany. (Safaeian et al. 2018)

Vel'mi doélezity mechanizmus, akym je mozné zniZzovat’ krvny tlak sa odohrdva na
periférii, kde pdsobia fenolové kyseliny na uvol'iovanie hladkého svalstva ciev. Kyselina 3-
hydroxyfenyloctovd, kyselina protokatechuovd, 3-(3-hydroxyfenyl)-propiénova a 4-
methylkatechol hraji rolu v relaxdcii buniek hladkého svalstva ciev. Prvd zo zmienenych je
povazovana za najpotentnejSiu a d’alej sa transformuje na vazoinaktivne metabolity, presnejSie
kyselinu hippurovu a benzoovi. Tento mechanizmus, kedy metabolity ovplyvituja hypertenziu
pomocou vazodilaticie ciev a nedochadza k ovplyvneniu srdcovej frekvencie, je kl'iCovy aj
z hl'adiska bezpecnosti, nakol'ko pomocou sympatiku méze dochadza ku kompenzacii pri

vyraznom poklese krvného tlaku. (Dias et al. 2022)

Mechanizmus akym poOsobi kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)-propidénova je jej periférna
aktivita v cievnom riecisku, ktora je spojena s NO a vaskularnou relaxaciou. Minimalna dévka,
ktora je potrebna na tito aktivitu je 2,5 mg/kg vahy. Hoci ide o potentny G¢inok nevyhodou

tohto metabolitu je jeho kratky biologicky polocas a tym aj kratke trvanie uc¢inku. U zdravych
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potkanov po intravenoznej aplikécii tejto fenolovej kyseliny doslo k znizeniu krvného tlaku
0 15-60 %, avSak normalizacia a navrat k povodnej hodnote nasledoval do 10-30 mintit po
aplikacii. Vyhodou vsak je, ze kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)-propiénova je metabolit viacerych
flavonoidov a tak nie je jeho uc¢inok zavisly len na prime jedného z nich. Vznika z flavonoidov
ako je kvercetin (kedy je tento metabolit o jeden rad Gcinnejsi ako matersky flavonoid) ale aj z

oligomérnych proanthokyanidinov, alebo flavonénu diosminu. (Najmanova et al. 2016)

Vyssie spomenuté metabolity 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina a 4-methylkatechol
maju dokazané kratkodobé relaxacné udinky na steny ciev ex vivo aj in vivo. Uéinky v oboch
pripadoch boli periférne a ani tentokrat nebol mechanizmus ovplyvneni srdcovou ¢innostou.
Avsak spdsob akym tie metabolity sprostredkovavaju vazodilataciu nie je rovnaky u oboch
metabolitov. V pripade 3,4-dihydroxyfenyloctovej kyseliny je reakcie ciev sprostredkovana
vplyvom na endotel a NO, zapojené su aj prostaglandiny a Ca®" a K* kanaly. Efekt 4-

methylkatecholu je nezavisly na spomenutych ucinkoch. (Pourova et al. 2018)

Predpokladd sa, Ze okrem indukcie syntézy NO mozu flavonoidy pomocou
antioxida¢nych protektivnych mechanizmov pdsobit’ na znizenie rozkladu NO. Nakolko
z jedného flavonoidu nikdy nevznikne len jeden typ metabolitu, profil metabolitov uc¢inkujuci
na vazodilataciu je pestry a tak zmes fenolovych metabolitov méze mat’ synergicky ucinok na

vazodilataciu.

Prikladom je kombinacia  3-(3-hydroxyfenyl)-propiénove;  kyseliny s 3,4-
dihydroxyfenyloctovou kyselinou, ktord viedla k velmi rychlemu poklesu tlaku, avSak
dochadzalo aj k rychlemu navratu k pdvodnej hodnote krvného tlaku. Dalia kombinécia 3-(3-
hydroxyfenyl)-propionovej s 4-methylkatecholom viedla k menej vyraznému, no za to

dlhodobému poklesu arteridlneho tlaku. (Najmanova et al. 2020)

5.3.5. Vplyv na ischemické ochorenia srdca

Kyselina protokatechuova, presnejsie povedané jej methylovany metabolit difunduje do
mitochondrii, kde dochadza ku konjugacii s CoA. Vysledkom tohto procesu je znizenie
oxidacie mastnych kyselin, resp. ide o niz§i pomer acylCoA/CoA, ¢o vedie k aktivacii
pyruvatdehydrogenazy, enzymu klIa¢ovému pri oxidacii sacharidov. Cely tento dej vyusti

v preferenciu energetického substratu pre srdce, ktorym sa namiesto mastnych kyselin stava
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glukoza. Substitiicia energetického substratu je vysoko prospesna v terapii ischemického

ochorenia srdca. (Williamson a Clifford 2010)

5.3.6. Antiaterogénne ucinky metabolitov

Klinické studie preukazali antiaterogénnu schopnost’ kyseliny protokatechuovej, kedy
v skupine pacientov, ktorej bol podavany tento fenolovy metabolit, bola pozorovanad nizsia
hladina celkového a VLDL cholesterolu. Predpoklada sa, ze by to mohol byt’ vysledok indukcie
pecenovych LDL receptorov, peceniovej] TAG lipazy a cholesterol transferaz. (Williamson a

Clifford 2010)

5.3.7. Protizapalové u¢inky metabolitov

Zapal je stav v organizme, kedy dochadza ku koordinovanej aktivacii prozapalovych,
ale aj protizapalovych mediatorov v bunke. NelieCeny zapalovy proces moze prechadzat’ do
chronicity a sposobovat’ poSkodenie tkaniv a dysfunkciu organov. D4 sa teda povedat’, Ze zapal
ako taky hra kl'ucova ulohu v patofyzioldgii roznych ochoreni, kam okrem iného radime

diabetes mellitus alebo aj kardiovaskularne ochorenia. (Semaming et al. 2015)

Fenolové kyseliny odvodené z mikrobidlneho metabolizmu flavonoidov sa vyznacuji
taktieZ protizapalovymi uc¢inkami. Popisané boli mechanizmy zniZovania sekrécie niektorych
cytokinov, ktoré st spojené so zapalom, presnejSie ide o TNF-a a interleukiny IL-1 a IL-6.
Dalej tieto metabolity ovplyvnili indukovatelnti syntazu oxidu dusnatého (iNOS) a expresiu
cyklooxygendzy-2 (COX-2). Zatial’ ¢o pri monohydroxylovych kyselinach ako je napriklad 3-
hydroxyfenyoctovd kyselina alebo 4-hydroxybenzoovd kyselina bolo pozorované iba
vyznamné znizenie hladiny TNF-a, v pripade dihydroxylovych kyselin, typicky 3.,4-
dihydroxyfenylotcova kyselina bol zaznamenany vyznamny pokles vSetkych troch vysSie
zmienenych cytokinov. Vys§i u¢inok fenolovych kyselin s dvomi hydroxylovymi skupinami
bol vyznamny aj pri inych vlastnostiach metabolitov, prikladom je cytotoxicita vo¢i nddorovym
bunkdm, kedy v porovnani so 4-hydroxyfenyloctovou kyselinou vykazovala 3.4-

dihydroxyfenyloctova kyselina silnejSie ucinky. (Monagas et al. 2009)
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5.3.8. Antihyperglykemicky tucinok metabolitov

Stadie in vivo preukazali, Ze kyselina 3,4-dihydroxybenzoova znizuje hladiny glukézy
v krvi a to prostrednictvom obnovenia aktivity niektorych metabolickych enzymov sacharidov,
¢im dochadza k zvySovaniu hladiny inzulinu v plazme a normalizovaniu aktivity
pankreatickych B ostrovcekov. Okrem toho je tato latka schopna zvysSovat’ aktivaciu PPARY,
vd’aka comu sa znizuje hladina LDL rezistentnych castic v adipocytoch. (Semaminbg et al.

2015)

5.3.9. Vplyv na karciném hrubého ¢reva a iné karcinémy

Stadie uvadzaju, Ze fenolové metabolity maji vplyv na bunky rakoviny, presnejie sa
jednad o inhibiciu COX-2 v bunkich rakoviny hrubého creva HT-29, zniZenie syntézy
prostanoidov v bunkach hrubého ¢reva, antiproliferativnu aktivitu v bunkéach lokalizovanych
v prostate, ale taktieZ aj v rakovinovych bunkédch. NajddlezitejSim zostdva, ze metabolity
flavonoidov ovplyviiuji bunkovi proliferaciu, apoptozu a signalne drahy v bunkéach l'udského

karcindému hrubého ¢reva. (Monagas et al. 2009)

Na modeli potkanov boli preukdzan¢ protektivne ucinky kyseliny 3.4-
dihydroxybenzoovej voci karcinogenéze, nakol’ko tento fenolovy metabolit zabranil oralnej
karcinogenéze, karcinogenéze lokalizovanej v Zalidku, v hrubom Creve, ale aj v peCeni. VSetky
tieto pokusy boli na baze indukcie silnymi karcinogénmi, 4-nitrochinolin-1-oxid, N-methyl-N-

nitr6zomocovina alebo azoxymetan. (Williamson a Clifford 2010)

Podporné antiproliferativne mechanizmy kyseliny protokatechuovej st inhibicia TNF-
a, [L-1 a IL-6, tieto vlastnosti boli dokdazané na modeli posSkodenia pl'ic u mysi a efekt bol
sprostredkovany NF-kB dréhou, €o je transkripény faktor, ktory hra doélezita ulohu v expresii
génov kl'iCovych v imunitnych reakcidch, pri zépale ale taktieZ pri bunkovom raste

a v bunkovej smrti. (Safaeian et al. 2018)

Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctovd vykazovala antiproliferativnu aktivitu a inhibiciu

prenylacie na bunky karcindému prostaty. (Williamson a Clifford 2010)
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Stucasné stidie dokazali, ze pre potencidciu antiproliferativneho uc¢inku je mozna
kombindcia kyseliny 3,4-dihydrofenylocotvej s jej materinskym flavonoidom epigallokatechin-

3-gallat. (Henning et al. 2013)

Dal$ou fenolovou kyselinou, ktora vykazuje antiproliferativne vlastnosti je kyselina 3,4-
dihydroxybenzoovd, ktora indukuje apoptézu a zabranuje tym rastu nadoru a nadorovych
buniek. Pozorované boli jej Gcinky na bunky l'udskej leukémie (HL-60), kedy znizovala tato
kyselina protein Bcl-2 (proonkogén pdsobiaci proti apoptdze) a zvySovala expresiu Bax
(proapoptoticky regulator). Fenolovy metabolit taktiez potlaCoval invaziu metastaz a to
u rakoviny prsnika, plic, pecene, kr€ka maternice a u karcinomu prostaty. (Semaming et al.

2015)

5.3.10. Antimikrobialne u¢inky metabolitov

Fenolové kyseliny maji preukazany antimikrobidlny efekt, kedy mechanizmy zahfiaja
destabilizaciu cytoplazmatickej membrany baktérii a dochadza k zmene priepustnosti tejto
membrany, taktiez inhibuji mikrobidlne enzymy, ¢o ma za nésledok priamy zdsah do

metabolizmu baktérii a ovplyvnenia substratov potrebnych na rast mikrobov. (Liu et al. 2020)

In vitro §tudie dokdzali, ze kyselina 3,4-dihydrobenzoova ma antimikrobidlne ucinky.
Efekt bol preukazany proti gram pozitivnym a gram negativnym baktériam, ale aj proti hubam.
Tieto t¢inky ma fenolova kyselina na baze inhibicie rastu baktérii, ¢im mdze taktiez synergicky
podporovat’ u¢inky antibiotickej terapie, co mdze napomahat’ k zniZeniu rizika antibiotickej

rezistencie. (Semaming et al. 2015)
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5.4. Zelezo

5.4.1. Zelezo ako esencialny prvok v Pudskom organizme

Zelezo je nevyhnutym prvkom pre prezitie vietkych organizmov na svete. Tento prvok
hré kIa€ovl tlohu v nevyhnutnych procesoch v organizme. Je ddlezité pre transport kyslika
pomocou hemoglobinu, okysliCovanie svalstva pomocou myoglobinu, ale taktiez je esencidlny
pri bunkovom dychani, produkcii ATP (adenozintrifosfat) a syntéze DNA. Je sicastou rady
enzymaticky riadenych reakcii v cytozole, ale aj v inych bunkovych kompartmentoch. (Galaris

et al. 2019)

Sucastou vysSie spominanych reakcii je Zelezo primarne na zéklade jeho schopnosti
darovat a prijimat’ elektron, a tak prechadzat medzi formami Zeleznatych (Fe?*) a Zelezitych
(Fe*") katiénov. Tato jeho schopnost’ v§ak ma aj negativa, ked’ze za urcitych podmienok méze
zelezo vytvarat volné radikdly, ktoré su pre organizmus Skodlivé. Celkovy obsah zZeleza
u priemerného dobre Ziven¢ho c¢loveka je 3-5 g. PriCcom priblizne 60 % zneho je
inkorporovaného v hemoglobine, 10 % v myoglobine lokalizovanom vo svalstve a zvy$ny
obsah Zeleza je uloZeny v hepatocytoch v peceni a retikuloendotelovych makrofagoch. Denny
prijem Zeleza z potravy je od 1 do 2 mg, nakol’ko organizmus pomocou regula¢nych systémov
je schopny kompenzovat’ bezné straty zeleza, ktoré sa taktieZ pohybuji v rozmedzi 1-2 mg. Do
beZnych strat Zeleza sa pocita potenie, strata krvi, odlupovanie ¢revnych a d’alSich epitelidlnych

buniek a deskvamécia. (Chifman et al. 2014)

Dysregulaciou metabolizmu zeleza dochddza k nevhodne vysokym alebo nizkym
hladindm Zeleza, ¢o prispieva k rozvoju celej Skaly ochoreni. Nedostatok bunkového Zeleza

inhibuje rast buniek a vo finéle vedie k bunkovej smrti. (Mladénka et al. 2005)

5.4.2. Kinetika Zeleza v organizme

Zelezo je v potrave pritomné vo dvoch formach ato bud ako hem alebo ako
anorganického (vicsinou Fe*'iony), ktoré s naviazané na molekulu. Nakol'ko telo nie je
schopné vstrebdvat’ Fe**, je nutna transformacia iénov na Fe**, ktoré je organizmus schopny

absorbovat’. Vstrebavanie zeleza prebieha v klkoch tenkého Creva, presnejsie je jeho absorpcia
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lokalizovana v gastroduodenalnom spojeni, kde je pH stale dostato¢ne nizke, ¢o napomaha
uvolneniu Zeleza z potravy. Premena Fe’" na Fe?* prebieha na apikalnej membrane v tenkom
¢reve a je uskuto¢nend pomocou cytochrému b reduktazy alebo pasivne pomocou redukénych
¢inidiel ako je vitamin C. Nasledne st 16ny vstrebavané pomocou transportéru kationov kovov
(DMT-1), kedy okrem Fe?" st prenasané tiez Zn>*, Mn**, Cu?", Co**, Cd**, Ni**, ale aj Pb*".
Zaujimavé je, 7e medzi kovy prenasané tymto transportérom nepatria Mg?* ani Ca®". Expresia
DMT-1 je upregulovana v pripade nedostatku Zeleza. Po vstrebani Fe?" iénov st viazané na
transferin (TT), ¢o je hlavny nosi¢ zeleza v organizme. Transferin je schopny pojat’ priblizne 3
mg zeleza v tele. Apotransferin je protein s dvomi vdzobnymi miestami, ktoré su schopné
viazat’ Fe’", zatial’ ¢o k tym Fe*" maju vel'mi nizku afinitu. Zelezo inkorporované v transferine
prechadza do buniek pomocou receptoru lokalizovaného na membrane buniek, oznacovaného
ako transferin-receptor 1 (TfR1). Popri TfRlexistuje aj transferin-receptor 2 (TfR2), ktorého
uloha v organizme je nejasnd, predpokladd sa, Ze hrd klucovl ulohu v regulacii Zeleza.
Naviazanim transferinu na receptor dochadza k endocytéze celého komplexu. Vzniknuty
endozém je nasledne okyseleny ATP depedentou proténovou pumpou, ¢o ma za nasledok
premenu Fe** na Fe?* idny a uvolnenie Zeleza z komplexu, nakol’ko iba Fe?" iény st schopné
prechddzat cez membranu cez DMT-1 do cytoplazmy. V bunkiach moéze byt Zelezo
transportované do mitochondrii, kde sa podiel'a na syntéze hemu alebo stucast’ou Fe-S klastrov.

(Mladénka et al. 2005)

Okrem transferinu samozrejme existuju aj iné formy viazania Zeleza, napriklad feritin.
Tento protein mé 24 podjednotiek a je zloZeny z proteinového obalu a jadra, kde je Zelezo
uloZené vo forme krystalu ferthydritu (FeOOH)x. Jadro je takto schopné viazat’ az 4500 atdbmov
zeleza, avSak zvycajne je tu lokalizovanych iba priblizne 2000 atdomov Zeleza. Ferihydrit vznika
v procese oxidacie feroxidazou Fe** idnov, ktoré prechadzaji cez pory v bielkovinovom obale
az do jadra. V pripade ak je zelezo v tele potrebné, je mozné ho jednoducho uvolnit’ z krystalu
ferithydritu. Mechanizmus akym je Zelezo, ktoré je inkorporované v transferine uvolfiované nie
je uplne zname, predpoklada sa vSak, Ze doélezitu Ulohu vtomto procese zohrava
transmembranovy protein oznacovany ako ferroportin 1 (MTP1, protein transportujuci kov 1).
Naznacuje to aj fakt, ze nadmernd expresia ferroportinu 1 v tkanivovych kultirach sposobuje
vycerpavanie vnutrobunkovych zasob Zeleza. Ferroportin 1 pravdepodobne posobi aj ako
zelezitd reduktaza, nakol’ko Fe*" iony musia byt najprv zredukované na Fe*" a az potom mozu

byt transportované z bunky do systémového obehu. (Mladénka et al. 2005)
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Vyznamnym rezervoarom Zeleza v 'udskom organizme je pecen, kde je vac¢Sina zeleza
ulozeného vo forme ferritinu. Ak sa v sére prekroci vdzobna kapacita pre zelezo viazané na
transferin, pecenl sa stdva hlavnym tuloziskom Zeleza. Z tohto uloziska modze byt Zzelezo
kedykol'vek na zaklade poZziadaviek organizmu mobilizované. Dal§imi uloZiskami Zeleza je

slezina, kostna dreni a Crevna sliznica. (Chifman et al. 2014)

Hemosiderin okrem zeleza obsahuje aj bielkoviny, sacharidy a lipidy. Je lokalizovany
v bunkéch, presnejSie v siderozomoch, v lyzozomoch obsahujucich zelezo. Tato forma
uloZzené¢ho zZeleza je nestabilna, kvoli riziku zelezom indukovanej peroxidacii lipidov
lokalizovanych v lyzozomalnej membrane. Zelezo moze byt v tele pritomné aj v inej forme ako
iba viazané na proteiny. Pod oznacenim neproteinové zelezo je zname zelezo vo forme citratu

a citrat-acetatového komplexu. (Mladénka et al. 2005)

Zelezo je sudastou hemoglobinu, &erveného krvného farbiva lokalizovaného
v krvinkach. Degradacia hemoglobinu na konci Zivota ¢ervenych krviniek je sprostredkované
slezinovymi makrofdgmi. Z hemoglobinu sa nasledne uvoliluje zelezo pomocou
hemoxygenazy, exportuje sa do plazmy prostrednictvom feroportinu 1, ktoré sa opatovne viaze

na trasnferin v krvnom obehu. (Chifman et al. 2014)

5.4.3. Regulacia homeostazy

Organizmus ma na udrZzanie homeostazy Zeleza prepracovany systém prijmu,
skladovania, vyuzitia a recyklacie Zeleza. Z velkej Casti zabezpe€uje udrZanie spravnej hladiny
zeleza hormon hepcidin, ktory spolu s cielom jeho regulacie ferroportinom 1 zabezpecuju

systémovu homeostazu Zeleza. (Chifman et al. 2014)

Vizba hepcidinu na ferroportin 1 ovplyviiuje degradaciu Zeleza v lyzozoémoch, ale
obmedzuje aj vstup zeleza do plazmy a tym udrzuje Zelezo v cielovych tkanivach. Expresia
proteinu hepcidinu je indukovand Zelezom alebo zépalovym procesom. Nakol'ko prijem Zeleza
stimuluje hepcidin ako prevencia hyperferémie a inhibuje d’alSie vstrebavanie Zeleza. Zapalovy
proces indukuje hepcidin z dovodu podpory hypoferémie, a jeho hromadenie v tkanivach,
u ktorych sa predpoklada, ze budu organizmus chranit’ pred infekciou. Naopak jeho aktivita je
inhibovana nedostatkom Zeleza alebo v pripade vysokej erytropoetickej potreby, kedy je nutna

zvySend mobilizacia zeleza. (Galaris et al. 2019)
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5.4.4 Ochorenia

Porucha homeostdzy ¢i uz smerom k nedostatku alebo prebytku zeleza v organizme
sposobuje celtl radu ochoreni, ktor¢ mozu byt ziskané alebo dedicné. Pri¢inou moze byt
pritomnost’ mutovaného génu, strava s nedostatocnym, alebo nadmernym mnozstvom zeleza,
krvné transfuzie, nadmerné krvné straty, hemolyza alebo porucha prijmu a vstrebavania zeleza

v ¢reve. (Chifman et al. 2014)

Neprimerane vysoké hladiny Zeleza v organizme vedl k jeho ukladaniu v Zivotne
dolezitych organoch, jedné sa o pecen, srdce, pankreas alebo endokrinné Zzl'azy. Toto nadmerné
hromadenie zeleza vedie k tvorbe hydroxylovych alebo lipidovych radikalov, ktoré su pre
organizmus rizikové, nakol’ko mdze dochadzat’ k poskodeniu proteinov, DNA, bunkovych
membran radikalmi a toto poSkodenie modze viest’ aZ k bunkovej smrti. Chronicky zvySené
hladiny Zeleza tym padom mdzu spdsobovat’ rozvoj rady patologickych stavov, kam radime
cithozu pecene, rakovinu, hypogonadizmus, artritida, srdcové arytmie, srdcové zlyhanie,

degeneraciu sietnice, diabetes mellitus a neurodegenerativne ochorenia. (Chifman et al. 2014)

Nedostatok zeleza je taktieZ patologicky stav, nakolko ide o hlavnu pri€inu anémie.
Priblizne dve tretiny celkového mnozstva Zeleza v tele sa zucastiiuje syntézy hemoglobinu.
Nedostatok Zeleza priamo ovplyviiuje tvorbu zdravych Cervenych krviniek. (Chifman et al.

2014)

5.4.5. Fentonova reakcia a zelezo

Zelezo vd'aka svojim redoxnym schopnostiam je dolezitym participantom v réznych
biologickych reakcidch. AvSak okrem vyznamného benefitu, je tato redoxna schopnost’ Zeleza
aj rizikovou, nakol'ko sa vdaka tomu Zelezo prejavuje ako katalyzator tvorby reaktivnych
vol'nych radikdlov. Kvoli tomuto riziku je cirkulujuce Zelezo v organizme viazané na transferin,
ktory ho udrzuje v redoxne inertnom stave. Intracelularne je zelezo taktieZ chranené, pretoze je
ulozené bud’ vo feritine, alebo je dobre chranené pomocou jeho vizby na aktivne miesto

enzymov. (Galaris et al. 2019)
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Primarnym reaktivnhym kyslikovym medziproduktom vznikajacim takmer v kazdej
reakcii suvisiacej s oxidaénym stresom je superoxid (*O2"), ktory sa vSak rychlo premieiia na
H>O2 pdsobenim superoxiddisnutazy. Je v§ak zname, Ze ani povodny medziprodukt *O>™ a ani
H>Oznie su prilis silné oxidacné ¢inidla a jediné s ¢im mozu priamo interagovat’ je zelezo alebo
molekuly, ktoré obsahuju zelezo. V pritomnosti nechranenych redoxne aktivnych idénov zeleza
dochadza k Fentonovej reakcii, kedy dochadza k vzniku extrémne reaktivneho hydroxylového
radikalu *OH cez ferrylovy alebo perferrylovy medziprodukt (Reakcia €. 1). Tato reakciu su
schopné katalyzovat' este efektivnejSie ako zelezo, napr. med’. V pritomnosti *O." moze

dochadzat’ k redukcii zelezitych idnov na zeleznaté (Reakcia €. 2). (Galaris a Pantopoulos 2008)

Reakcia ¢. 1

Fe?" + H,0; — ferryl/perferrylovy medziprodukt — Fe**+ «OH + OH-

Reakecia €. 2

Fe’*+ 0, — Fe?" + Os

Hlavny produkt Fentonovej reakcie, hydroxylovy radikal, je extrémne reaktivny, avSak
ma kratku zivotnost’. Mdze oxidovat’ akékol'vek chemické Struktiry v blizkosti svojho vzniku
(reaktivita riadend difiziou). V praxi to znamend, ze ak je Zelezo viazané na membranové
fosfolipidy, tak de novo vzniknuty hydroxylovy radikél sposobuje peroxidaciu lipidov, ktora je
izko spojena s nekrotickym alebo feroptotickym typom bunkovej smrti. Zelezo naviazané na
DNA moZe pomocou Fentonovej reakcie indukovat’ mutécie alebo jednoduché ¢i dvojité zlomy
vlakien DNA. Rizikové vSak kvoli oxidaénému poskodeniu nie je zelezo ako také, ale skor jeho
vol'na labilnd frakcia nenaviazand na transferrin, oznaCovana aj ako NTBI (non-transferrin
bound iron). Této frakcia Zeleza sa hromadi pri patologickych stavoch a je 'ahko prijimana
hepatocytmi, ako aj inymi tkanivovymi parenchymalnymi bunkami prostrednictvom zinkového

transportéra ZIP14. (Galaris et al. 2019)

Labilné zelezo je oproti tomu viazanému na transferin redoxne aktivne, €o prispieva
k premene relativne stabilnych peroxidov na extrémne reaktivne hydroxylové radikaly. Medzi

jeho d’alsie vlastnosti vSak patri aj schopnost’ byt’ chelatované pomocou chelatacnych zltcenin,
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vacsinou nizkomolekuldrnych latok ako je citrat v plazme, glutathion v cytosole, d’alsimi
moznymi ligandmi pre Zelezo su ATP, ADP, acetat, pyruvat, fosfaty alebo albumin. (Galaris et

al. 2019)

5.4.6. Chelatacia Zeleza

Idealny chelator na stabilizaciu Fentonovej reakcie musi stabilizovat’ Zelezo, tak by bolo
inertné voci oxidacii H202, alebo redukcii redukénymi latkami. NajstarSie pouZivanym
chelatorom zeleza je desferrioxamin, siderofor z triedy hydroxamatov. Latka mé preukézanu
ucinnost’ aj bezpecnost’ v klinickom uzivani, avSak medzi jej nevyhody sa radi nizku peroralnu
absorpcia na zéklade jej hydrofilnosti a kratky biologicky polocas, ktory ¢ini zhruba 20 minut.
Znamena to, ze na dosiahnutie U¢innej koncentracie sa v praxi vyuziva parenteralne podanie
s prenosnou infiznou pumpou na 4-5 dni vzdy asponn na 8-10 hodin. Opakom tohto
hydrofilného chelatora su lipofilné chelatory zeleza ako je napriklad deferipron a defasirox.
V pripade defasiroxu musia byt pritomné 2 chelatorové molekuly, aby bolo dosiahnuté uplné
naviazanie jedného i6nu zeleza. U deferipronu su potrebné molekuly aZz tri. Nelplna
koordinécia in vivo mdze byt spojena s nariedenim chelata¢ného ¢inidla v tele, Co zdoraziuje,
ze chelatac¢né Cinidlo by malo byt’ vZzdy v molekuldrnom nadbytku, aby bolo schopné inhibovat’
interakciu Zeleza s peroxidom a tym zamedzovat’ tvorbu radikélov. Napriek tomu aj ¢iastocna
koordinacia labilného Zeleza chelatorom zamedzuje tejto interakcii, ¢im taktiez zabranuje
tvorbe radikalov. Chelatacia Zeleza sa pouziva v praxi uz viac ako 40 rokov, avSak terapia je
stale obmedzena iba na transflzne pretaZenie organizmu Zelezom. AvSak na zaklade jeho
mechanizmu pdsobenia v tele, by mohla v byt v budiicnosti zamerand aj na zamedzenie

oxida¢ného stresu. (Galaris et al. 2019)

5.4.7 Flavonoidy a chelatiacia Zeleza

Flavonoidné latky maju ro6zne mechanizmy, akymi mézu posobit’ antioxidacne. Jednym
znich je aj ich schopnost’ chelatovat redoxne aktivne i6ny, medzi ktoré radime aj zelezo.
Klucové faktory, ktoré ovplyviiuju biologicku aktivitu flavonoidov je rozsah, typ a pocet
substituentov a celkovy pocet hydroxylovych skupin. Pritomnost’ oboch hydroxylovych skupin
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v kruhu B a 5-hydroxyskupina na kruhu A st podmienky pre schopnost’ flavonoidov chelatovat’
redoxne aktivne kovy a tym aj zabranit’ rozkladu peroxidu vodika a vzniku hydroxylového
radikalu. Avsak za urcitych podmienok ako je napriklad vysoka koncentracia flavonoidov,
pritomnost’ redoxne aktivneho kovy (zelezo alebo med’), vysoké pH sa moze antioxidacné

flavonoidy stat’ prooxidantmi. (Valko et al. 2006)
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6. Experimentalna cast’

6.1. Pouzité pristroje, pomocky a chemikalie

6.1.1. Pristroje

6.1.2

pumpa ESA model 582 (ESA, Massachusetts, USA)
coulometricky detektor Coulochem III (ESA, Massachusetts, USA)

monolitickd HPLC (high-performance liquid chromatography) kolona Onyx C8 - 100 x
4.6 mm (Phenomenex, Kalifornie, USA)

analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Nemecko)
vortex mixér IKA® Vortex Genius 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Nemecko)

. Pomocky

mikrostriekacka — 50 uL (Hamilton Company, Nevada, USA)

automatické jednokanalové pipety 0-100, 20-200, 100, 1000 ul (Brand, Némecko)
mikroskimavky — 1,5 ml (Eppendorf, Nemecko)

Spicky k pipetdm o objeme 200 pl, 1000 pl a 5 ml (Eppendorf, Nemecko)

skimavky centrifuga¢né — 15 ml a 50 ml (Brand, Nemecko)

6.1.3. Chemikalie
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chlorid zelezity (FeCls) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
testované latky:
o benzoova kyselina (Sigma-Aldrich, Nemecko)
o 3-hydroxybenzoova kyselina (Sigma-Aldrich, Nemecko)
o 4-hydroxybenzoova kyselina (Sigma-Aldrich, Nemecko)
o 2,4-dihydroxybenzoova kyselina (Sigma-Aldrich, Nemecko)



o 3,4-dihydroxybenzoova kyselina (Sigma-Aldrich, Nemecko)
o 2,4,6-trihydroxybenzoova kyselina (Sigma-Aldrich, Nemecko)
o 2-hydroxy-4methoxybenzoové kyselina (Sigma-Aldrich, Nemecko)

o benzoylaminooctova kyselina (kyselina hippurovéa, Sigma-Aldrich, Nemecko)

6.1.4. Chemikalie na pripravu pufrov

octan sodny bezvody (CH;COONa) (Penta,CR)

e kyselina octova (CH;COOH) (Penta, CR)

tris(hydroxymethyl)aminometan (TRIS) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

6.1.5. DalSie latky

salicylova kyselina (Sigma-Aldrich, Nemecko)

disodna sol’ etyléndiamintetraoctovej kyseliny (Na2EDTA) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
peroxid vodiku (H202, 30%) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

fosfore¢na kyselina (H3POs, 85%) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

katechol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

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

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

trietylamin (Sigma-Aldrich, Nemecko)chlorovodikova kyselina (HCI, 35%) (Penta,CR)

6.1.6. Rozpustadla
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methanol (Fisher Chemical, UK)
acetonitril (Fisher Chemical, UK)

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

Massachusetts, USA)



6.2. Metodika prace

6.2.1. Priprava zasobnych roztokov

Vodny roztok Fe** (5 mM FeCls) sa pripravil rozpustenim prislu§ného mnozstva FeCls

v ultracistej vode.

5 mM roztoky testovanych latok boli pripravené rozpustenim prisluSného mnozstva

danych latok v methanole. Nasledne v priebehu samotného experimentu boli nariedené na

prislusné koncentracie.

66.67 mM roztok kyseliny salicylovej bol pripraveny rozpustenim potrebného mnozstva

kyselina salicylovej v methanole.

Pufor s pH 4.5 bol pripraveny zmieSanim vodnych roztokov 27,3 mM kyseliny octovej

a 15 mM octanu sodného.

Pufor s pH 7.5 bol pripraveny rozpustenim potrebného mnozstva TRIS vo vode za

vzniku 5 mM TRIS.

10 mM roztoky Standardov resp. katecholu, kyseliny 2,3-dihydroxybenzoovej, kyseliny

2,5-dihydroxybenzoovej vznikli rozpustenim prislusSného mnoZstva vo vode.

6.2.2. Priprava roztokov vyuZitych v experimente

Standardy boli pripravené v mikroskimavke zmiesanim 27 pl 10 uM vodného roztoku
katecholu, 130 pul 1 pM vodného roztoku 2,3-dihydroxybenzoovej kyseliny, 130 pl 1uM
vodného roztoku 2,5-dihydroxybenzoovej kyseliny a 713 pl vody.

Kontrolné vzorky boli pripravené v mikroskiimavke zmiesanim 700 pL pufru s pH 4,5

alebo 7,5; 200 pl methanolu, 50 ul 1 mM Fe*', 45 ul 66,67 mM methanolového roztoku kyseliny
salicylovej a 5 pl 30% H:0..

Roztoky testovanych latok boli pripravené zriedenim 5 mM zdsobného roztoku

prislusnej benzoovej kyseliny potrebnym mnoZzstvom methanolu za vzniku tychto koncentracii:

1,25 UM, 2,5 uM, 12,5 uM, 125 pM, 250 uM, 500 pM, 2,5 mM, 5 mM.
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Roztok zeleza (1 mM FeCls) vznikol nariedenim zasobného roztoku FeCls pridanim

potrebného mnozstva ultracistej vody.

Testované vzorky boli pripravené v mikroskimavke zmieSanim 700 pl pufru s pH 4,5

alebo 7,5; 200 ul testovane;j latky s prislusnou koncentraciou, 50 ul 1 mM Fe*", 45 ul 66,67 mM

methanolového roztoku kyseliny salicylovej a 5 pl 30% H20.

6.2.3. Priprava mobilnej fazy

Priprava 5 mM HsPOa. pufru v kadicke bolo zmieSanych 68 pl kyseliny fosforecnej

a2 199,932 ml vody. Nésledne bolo pridanych 10 ml 20 nM EDTA vo vode. Pomocou

trietylaminu bolo nastavené pH roztoku na 2,85. Takto vzniknuty roztok bol prefiltrovany

pomocou aparatury na vakuovu filtraciu.

V odmernej banke bol zmieSany pripraveny HsPOs pufor (pH 2,85) a acetonitril

v pomere 93:7. Nasledne bola tato mobilna faza ponechané 5 minut v ultrazvukovom kupeli.

6.2.4. Priebeh experimentu
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. Bol pripraveny 1 mM roztok FeCls vo vode.

. Roztoky benzoovych kyselin boli pripravené v mikroskimavkich nariedenim

zasobnych roztokov na prislusné koncentracie tj. 1,25 uM, 2,5 uM, 12,5 uM, 125 uM,
250 uM, 500 uM, 2,5 mM, S mM.

. HPLC pristroj bol nastaveny v izokratickom reZime s prietokovou rychlostou 1,0

ml/min.

. Nasledne boli v mikroskiimavke zmiesané 27 pl 10 uM roztok katecholu, 130 pl 1 uM

roztok 2,3-dihydroxybenzoovej kyseliny, 130 ul 1uM roztok 2,5-dihydroxybenzoovej
kyseliny a 713 pl vody.

. Zpripravenej zmesi bolo odobranych 20 pl pomocou Hamiltonovej striekacky

a aplikovanych do HPLC, po ukonceni analyzy boli zmerané velkosti plochy

vzniknutych pikov.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

Postup pripravy zmesi (bod 4) a analyzy pomocou HPLC (bod 5) bol opakovany trikrat.
Vysledné plochy pikov boli nasledne spriemerované.

Zmie$anim 700 pL pufru s pH 4,5 alebo 7,5; 200 ul methanolu, 50 pl 1 mM Fe**, 45 ul
66,67 mM methanolového roztoku kyseliny salicylovej a 5 ul H20: bola pripravena
kontrolna vzorka.

Po pridani H20: zacala v mikroskimavke prebiehat Fentonova reakcia, ktora takto
bezala 3 mintty za stdleho mieSania.

Po uplynuti 3 minuat bolo z mikroskiimavky odobranych Hamiltonovou striekackou 20
pl a aplikovanych do HPLC a nésledne boli zmerané velkosti ploch pikov. Vysledné
hodnoty odréazali plochy pikov katecholu, 2,3-dihydroxybenzoovej kyseliny a 2,5-
dihydroxybenzoovej kyseliny.

Postup pripravy a analyzy kontrolnych vzorkou (body 7,8,9) bol opakovany trikrat
a vysledné hodnoty boli spriemerované.

Nasledne boli pripravené v mikrosktimavke zmiesanim 700 pl pufru s pH 4,5 alebo 7,5;
200 pl testovanej latky s prislusnou koncentraciou, 50 ul 1 mM Fe*', 45 ul 66,67 mM
methanolového roztoku kyseliny salicylovej a 5 pl 30% H.0O: testované vzorky.
Vysledné pomery koncentrécii benzoovej kyseliny k ibnom zeleza boli: 1:0,005; 1:0,01;
1:0,05; 1: 0,5; 1:1; 1:2; 1:10 a 1:20

Pridanim posledného komponentu tj. 5 pl 30% H20: zacala prebiehat’ v mikroskimavke
Fentonova reakcia, ktord za stadleho mieSania prebiehala 3 minuty

Po uplynuti 3 minit bolo pomocou Hamiltonovej striekacky odobranych 20 pl,
aplikovanych do HPLC, kde prebiehala analyza.

Po ukonceni analyzy boli zmerané a zaznamenané vel’kosti ploch pikov.

Priprava vzorkou (body 11, 12) a proces analyzy pomocou HPLC (body 13, 14) bol
s kazdou prisluSnou koncentraciou testovanej latky vykonany trikrat a vysledné plochy
pikov boli nasledne zaznamenané.

Na zéklade zaznamenanych hodndt ploch pikov boli vytvorené grafy, ktoré odrazali

antioxidacné alebo prooxidacné vlastnosti testovanych latok.



6.2.5. Matematické a Statistické vyhodnotenie

Percento znizenia (antioxida¢ny ucinok) alebo zvySenia (prooxidacny ucinok)
produkcie hydroxylovych radikdlov bolo vypocitané zo suctu koncentracii katecholu, 2,3-
dihydroxybenzoovej kyseliny a 2,5-dihydroxybenzoovej kyseliny medzi testovanou vzorkou

a kontrolnou vzorkou, ktora obsahovala namiesto testovanej zluceniny iba rozpustadlo.

Vysledky su prezentované ako priemer + smerodatna odchylka vypocitand podl'a vzorca

Y(x—x)?2

S Statistické porovnanie produkcie hydroxylovych radikilov bolo uskuto&nené

pouzitim testu ANOVA nasledovaného Dunnettovym post-hoc testem.

Grafické a Statistické spracovanie bolo vykonané pomocou programu GraphPad Prism

verzia 9.0 pre Windows (GraphPad Software, USA).
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7. Vysledky

Vysledné grafy zobrazuji vplyv jednotlivych testovanych benzoovych kyselin
v koncentraciach 1,25 uM, 2,5 uM, 12,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM, 2,5 mM, 5 mM na
Fentonovu reakciu pri pH 4,5 a 7,5. Pre lepSiu orientdciu su v grafoch tieto hodnoty ako
koncentracné pomery testovanej latky k pridanym zelezitym idonom. Zaporné hodnoty na ose Y
znazoriuju znizen produkciu hydroxylovych radikalov, ¢ize sa bude jednat’ o antioxida¢né
vlastnosti. Kladné hodnoty na ose Y zobrazuji zvysenu tvorbu hydroxylovych radikalov, resp.

prooxidacné vlastnosti danej benzoovej kyseliny.

7.1. Vplyv Kkyseliny benzoovej na Zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu

Z grafu (obr. 11) je zrejmé, ze kyselina benzoova neoplyva antioxidaénymi alebo
prooxida¢nymi vlastnosti, nakol’ko tato kyselina nespdsobila ani pri jednom z meranych pH

Statisticky vyznamny pokles alebo narast v tvorbe hydroxylovych radikalov.
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Obr. 11 Vplyv benzoovej kyseliny na zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu. Finalna
koncentracia Fe" iénov bola vidy 5 mM (pomer benzoovej kyseliny k Fe’* 20:1). V Ziadnom
pomere nebol pozorovany Statisticky vyznamny rozdiel pri porovnani s kontrolnou slepou

vzorkou (C).
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7.2. Vplyv Kkyseliny 3-hydroxybenzoovej na Zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu

Na grafe (obr. 12) m6zeme vidiet,, ze kyselina 3-hydroxybenzoova taktiez neprejavuje
antioxidacné alebo prooxidacné vlastnosti ani pri jednom z meranych pH. Vykyvy do kladnych

alebo zapornych hodnot tj. su Statisticky zanedbatel'né.

v

(=]

=1
1

504

% tvorby hydroxylovych radikalov
(=]
-
4
n
L]
o
f ']
b
(1 ]
[ ]
"
£
'
i
i
g
Ll
L ] .
1
'
-

-100 T T T T
C 1:100 1:10 1:1 10: 1

pomer 3-hydroxybenzoova kyselina: Fe**

Obr. 12 Vplyv 3-hydroxybenzoovej kyseliny na Zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu.
Findlna koncentrdcia Fe’* iénov bola vidy 5 mM (pomer 3-hydroxybenzoovej kyseliny k Fe**
20:1). V Ziadnom pomere nebol pozorovany Statisticky vyznamny rozdiel pri porovnani

s kontrolnou slepou vzorkou (C).

7.3. Vplyv kyseliny 4-hydroxybenzoovej na Zelezom katalyzovani Fentonovu reakciu

Na grafe kyselina 4-hydroxybenzoovej (obr. 13) nie je vidno Ziadne Statisticky
vyznamné vykyvy od nulovej hodnoty. Znamena to, Ze kyselina 4-hydroxybenzoova nema

antioxida¢né a ani prooxidacné vlastnosti.
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Obr. 13 Vplyv 4-hydroxybenzoovej kyseliny na Zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu.
Findlna koncentracia Fe*" iénov bola vidy 5 mM (pomer 4-hydroxybenzoovej kyseliny k Fe’*
20:1). V Ziadnom pomere nebol pozorovany Statisticky vyznamny rozdiel pri porovnani

s kontrolnou slepou vzorkou (C).

7.4. Vplyv kyseliny 2,4-dihydroxybenzoovej na Zelezom katalyzovani Fentonovu reakciu

Na grafe (obr. 14) mdézeme vidiet, Ze so zvySujlicou sa koncentraciou kyseliny 2,4-
dihydroxybenzoovej pri pH 7,5 dochadza k Statisticky vyznamnému zniZeniu produkcie
hydroxylovych radikélov, co zna¢i antioxida¢né vlastnosti kyseliny 2,4-dohydroxybenzoove;.
Pri pomere kyseliny 2,4-dihydroxybenzoovej k:Fe’*) 20:1 (5 mM kyselina 2.4-
dihydroxybenzoovd) doSlo k najvyraznejSiemu zniZeniu tvorby hydroxylovych radikalov.

Vyznamny pokles bol ale pozorovany uz od pomeru 1:1, tj. koncentracia tejto kyseliny 250 pM.

Pri pH 4,5 nedoSlo k ziadnemu Statisticky vyznamnému poklesu alebo zvySeniu

produkcie hydroxylovych radikalov.
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Obr. 14 Vplyv 2,4-dihydroxybenzoovej kyseliny na Zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu.
Findlna koncentrdcia Fe’* iénov bola vidy 5 mM (pomer 2,4-dihydroxybenzoovej kyseliny
k Fe’* 20:1). Zelend §ipka oznacuje vsetky body, ktoré boli Statisticky vyznamne odlisné od

pozitivnej kontroly (C), tj. vzorku ktory sa lisil iba absenciou testovanej latky, pri pH 7,5.

7.5. Vplyv kyseliny 3,4-dihydroxybenzoovej na Zelezom katalyzovani Fentonovu reakciu

Na grafe s kyselinou 3,4-dihydroxybenzoovou (obr. 15) mézeme vidiet' Statisticky
vyznamny pokles produkcie hydroxylovych radikalov pri pH 7,5. Antioxidacné vlasti tejto
kyseliny sa vyraznejSie prejavuju pri zvysujucej sa koncentrécii, kedy najvyssie hodnoty
poklesu tvorbu hydroxylovych radikdlov dosahuju pri pomere 20:1 (5 mM kyselina 3.,4-
dihydroxybenzoovd). Vyznamného poklesu hydroxylového radikalu bolo dosiahnutého ale uz

od pomeru 2:1, tj. koncentrécia tejto kyseliny 500 uM.

Pri pH 4,5 nepozorujeme Ziadne $tatisticky vyznamné vykyvy smerom k zniZeniu alebo

zvyseniu produkcie hydroxylovych radikéalov.

60



antioxidacné
% tvorby hydroxylovych radikalov

=

(=]

o
]

(4]
(=]
1

R

.50 p<0.05
-100 T T T T

C 1:100 1:10 1:1 10:1

pomer 3,4-dihydroxybenzoova kyselina:Fe3+

-&- pH7.5
-e- pH45

Obr. 15 Vplyv 3,4-dihydroxybenzoovej kyseliny na Zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu.

Findlna koncentrdcia Fe’" iénov bola vidy 5 mM (pomer 3,4-dihydroxybenzoovej kyseliny

k Fe’* 20:1). Zelend §ipka oznacuje vsetky body, ktoré boli Statisticky vyznamne odlisné od

pozitivnej kontroly (C), tj. vzorku ktory sa lisil iba absenciou testovanej latky pri pH 7,5.

7.6. Vplyv kyseliny 2,4,6-trihydroxybenzoovej na Zelezom katalyzovanu Fentonovu

reakciu

Na obrazku 16 vidime Statisticky vyznamny narast produkcie hydroxylovych radikalov

pri oboch meranych pH. Produkcia radikalov sa zvySuje s rasticou koncentraciou kyseliny

2,4,6-trihydroxybenzoovej a pri najvyssSej meranej koncentracii 20:1 (5 mM kyselina 2,4,3-

trihydroxybenzoova) dosahuje najvyssie hodnoty produkcie radikalov, kedy sa toto ¢islo blizi

k 100%. Mdzeme teda povedat’, ze kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova ma pri oboch meranych

pH (4. pH 4,5 a 7,5) vyrazné prooxidacné vlastnosti. Tento prooxida¢ny uc¢inok je davkovo

zavisly a vyznamny od pomeru 0,5:1; tj. koncentracia tejto kyseliny 125 uM.
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Obr. 16 Vplyv 2,4,6-trihydroxybenzoovej kyseliny na zelezom katalyzovanu Fentonovu
reakciu. Findlna koncentracia Fe’" ionov bola vidy 5 mM (pomer 2,4,6-trihydroxybenzoovej
kyseliny k Fe** 20:1). Cervend a zelend Sipka oznacuje vsetky body, ktoré boli statisticky
vyznamné odlisné od pozitivnej kontroly (C), tj. vzorku, ktory sa lisil iba absenciou testovanej

latky, pripH 4,5 a 7,5.

7.7. Vplyv kyseliny 2-hydroxy-4-methoxybenzoovej na Zelezom katalyzovani Fentonovu
reakciu

Na obrazku 17 pozorujeme Statisticky vyznamny narast produkcie hydroxylovych
radikalov pri pH 7,5. Najvyssie hodnoty tvorby hydroxylovych radikélov st opédt’ pri vysSich
koncentraciach, presnejsie pri 10:1 (2,5 mM 2-hydroxy-4-methoxybenzoovd) a 20:1 (5 mM).
Z toho mdézeme usudit, ze kyselina 2-hydroxy-4-methoxybenzoovd ma pri pH 7,5 vyrazné

prooxidac¢né vlastnosti.

Pri pH 4,5 nepozorujeme Zziadny Statisticky vyznamny pokles alebo narast tvorby
hydroxylovych radikalov. Velkost’ smerodatnych odchyliek taktiez naznacuje urcitl variabilitu

v nameranych hodnotéach.
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Obr. 17 Vplyv 2-hydroxy-4-methoxybenzoovej kyseliny na Zelezom katalyzovanu Fentonovu
reakciu. Findlna koncentrdcia Fe*" iénov bola vidy 5 mM (pomer 2-hydorxy-4-
methoxybenzoovej kyseliny k Fe’* 20:1). Zelena Sipka oznacuje pomery 10:1 a 20:1, ktoré
boli statisticky vyznamne odlisné od pozitivnej kontroly (C), tj. vzorku ktory sa lisil iba
absenciou testovanej latky, pri pH 7,5.

7.8. Vplyv kyseliny benzoylaminooctovej na Zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu

Na grafe (obr. 18) vidime, Ze kyselina benzoylaminooctova (kyselina hyppurova)
nesposobila Statisticky vyznamny pokles alebo narast v tvorbe hydroxylovych radikalov.
Moézeme teda zhodnotit’, Ze kyselina benzoylaminooctova nema antioxidacné ani prooxidacné

vlastnosti.
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Obr. 18 Vplyv benzoylaminooctovej kyseliny na zelezom katalyzovanu Fentonovu reakciu.

Findlna koncentracia Fe*" iénov bola vidy 5 mM (pomer benzoylaminooctovej kyseliny

k Fe’* 20:1). V Ziadnom pomere nebol pozorovany Statisticky vyznamny rozdiel pri porovnani
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8. Diskusia

Flavonoidy st prirodné fenolové zluceniny, ktoré radime medzi sekundarne metabolity
rastlin. Za pozoruhodné su mimo iné povazované ich antioxida¢né vlastnosti, kedy v Sirokom
spektre Studii naznaCovali mozné vyuzitie v terapii réznych ochoreni, kam spada diabetes
mellitus, srdcové ochorenia, karcinomy, rozne typy infekcii a zapalovych ochoreni. Tieto ich
ucinky vSak boli vo vicsine dokazané v in vitro $tadiach alebo epidemiologickych Studiach,
z ¢oho ndm vyplyva, Ze o samotnom mechanizme ucinku v organizme vieme len vel'mi malo.
Na druhej strane mnozstvo farmakokinetickych studii zhodnotilo, ze flavonoidy maju zla
biologickti dostupnost po per ordlnom prijme a podlichaji vyznamnému metabolizmu
v hrubom ¢reve za vzniku nizkomolekularnych fenolovych latok. (Feng et al. 2018; Najmanova

et al. 2020)

S narastajucimi  vedomostami o flavonoidnom metabolizme dochadza taktiez
k lepSiemu pochopeniu ich metabolizmu. Bolo zistené, Ze niektoré produkty, ktoré vznikli
degradacnym vplyvom c¢revnej mikroflory maji podobnu alebo potentnejsiu aktivitu ako
materské flavonoidy. Naskyta sa tu teda moZnost, ze Skéla ucinkov, ktora je dlhodobo
pripisovana flavonoidom je v skuto¢nosti efektom ich metabolitov. (Applova et al. 2019; Dias

et al. 2022; Najmanova et al. 2016)

Antioxidacné vlastnosti st klucové k udrzaniu zdravia, nakolko pri produkecii
ROS/RNS dochadza k vyznamnému poSkodeniu organizmu a rozvoju chronickych ochoreni
(metabolicky syndrom, kardiovaskuldrne ochorenia, diabetes mellitus a pod.), ale taktiez ku
vzniku a naslednej progresii proliferativnych procesov. Antioxida¢né latky st schopné roznymi
mechanizmami znizovat' hladiny ROS/RNS v organizme atym preventovat vznik vysSie

spomenutych ochoreni. (Gantenbein a Gantenbein 2021)

V pripade zvySenej koncentracie antioxidacnej latky v organizme, pripadne vyskytu
patologickych stavov moze ale dochadzat’ k opaénému javu, tj. prooxidacii, ktora je taktiez

rizikova z hl'adiska poSkodenia organizmu. (Mot et al. 2014)

V nasej praci sme sa sustredili prave na antioxida¢né ¢i prooxidacné vlastnosti
benzoovych derivatov metabolitov flavonoidov. Skiimali sme ich pomocou Fentonovej reakcie,

ktora je povaZovana za biologicky relevantnu.

Na zéklade naSich vysledkov mdzeme zhodnotit, Ze na prejav antioxidacnych
eventudlne prooxida¢nych ucinkov je nutny urcity stupenn hydroxylacie benzénového jadra,
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z ¢oho vyplyva, Ze sa ziadne ucinky neprejavili v pripade latok bez hydroxylovej skupiny
(kyselina benzoova a kyselina benzoylaminooctovd), izolovany hydroxyl taktiez nebol
dostatocny na prejav jedného z vysSie spominanych ucinkov. Antioxida¢né vlastnosti boli
preukdzané¢ az udihydroxylovych derivatov kyseliny benzoovej, navysSenie poctu
hydroxyskupin vSak neprinieslo uz dalSie benefity zhladiska antioxidacnej aktivity
a trihydroxylové usporiadanie vykazovalo prooxidacné vlastnosti, podobne ako aj kyselina 2-

hydroxy-4methoxybenzoova.

V literatare sa vyskytuju niektoré prace, ktoré skimali interakciu tychto latok s zelezom
alebo ROS. Prikladom relevantnej metodiky je tzv. FRAP (The ferric reducing antioxidant
power) zalozeny principialne na redukcii bezfarebného komplexu Fe** s 2.4,6-tripyridyl-S-
triazinom za vzniku intenzivne modro sfarbeného komplexu Fe** s 2,4,6-tripyridyl-S-triazinom
v pritomnosti antioxidantu, tj. latky schopné redukovat’ Zelezité idny na Zeleznaté. Speigel et
al. (2020) vyuzili tento test na preskimanie antioxidacnych vlastnosti derivatov kyseliny
benzoovej. Najsilnejsiu aktivitu nimi meranych benzoovych derivatov vykazovali v tomto teste
dihydroxylované derivaty kyseliny benzoovej. NajvyraznejSia aktivita bola zaznamenana
v pripade kyseliny 2,3-dihydroxybenzoovej, nasledovand mierne nizSou mierou redukénych
vlastnosti  d’alSich  dihydroxylovanych  derivatov  (2,5-dihydroxybenzoova a 3,4-
dihydroxyfenyloctova kyselina). V tomto smere sa vysledky FRAP testu zhoduju s nasimi
vysledkami vplyvu dihydroxylovanych kyselin na Fentonovu reakciu. Je nutné vSak upozornit,
ze redukcie Zelezitych i6nov na Zeleznaté by skor mala potencovat’ Fentonovu reakciu, pretoze
tym dochadza k obnove katalyzatora, tj. zeleznatych i6nov. Limitdciou metodiky FRAP je
taktieZ fakt, Ze sa obvykle testuje iba jedna koncentracia skiimanej latky a taktieZ pri vel'mi
nizkom pH 3,6, ktoré nie je prili$ fyziologické s vynimkou zalidku. V prvom pripade je zname,
ze latky, ktoré chelatujt i redukujtl i6ny zeleza mozu davat tzv. ,,znovu‘ krivku, kedy nizke
koncentracie redukuju Zelezité i6ny, zatial' o vysoké ich chelatuji. (Macakova et al. 2012)
V principe totiZ silné chelatory nedavaju vo FRAP metodike pozitivne vysledky, pretoZe viazu
i6ny Zeleza a neumoznuju tvorbu komplexu s 2,4,6-tripyridyl-S -triazinom. Za vel'mi kyselych
podmienok existuje ale malo prirodnych latok ¢i ich metabolitov, ktoré su schopné silnej
chelatacie. (Waseem et al. 2021) NavysSe v danej studii vykézali podobnt antioxida¢nu aktivitu
ako dihydroxylované derivaty vykazovali aj benzoova kyseliny substituované tromi
hydroxylovymi skupinami. Nami testovana kyselina 2,4,6-trihydroxybenzoova sa vsak chovala
vo Fentonovej reakcii prooxidac¢ne. Vel'mi nizka antioxida¢na ucinnost’ bola zaznamenana

FRAP testom v pripade benzoovych kyselin s jednou hydroxyskupinou (3-hydroxybenzoova

66



kyselina, 4-hydroxybenzoova kyselina). To by taktiez zodpovedalo nasim vysledkom, tj. Ze
tieto latky neinteraguju s i6nmi zeleza, tj. Ze nie st schopné chelatovat’ ani redukovat’. Vysledku
tohto FRAP testu taktiez dokdzali, Zze v porovnani s nemethylovanymi derivatmi, methylované
nepreukazali vyraznu antioxida¢nt aktivitu. Znamena to, ze methylacia hydroxylovych skupin
v molekule totiz vedie celkovo k poklesu aktivnych elektronovych a vodikovych donorov
v molekule. Stadia zaznamenala dva kI'a¢ové faktory, ktoré ovplyviuji redukéné vlastnosti
molekuly, presnejSie ide o rezonancnl stabilizaciu, kedy hydroxylové skupina navzajom
lokalizované v polohach orho alebo para vykazovali najsilnejsiu aktivitu. Dal§im faktorom

su intramolekuldrne vodikové vizby.

Dalsia §tadia, ktord potvrdila mieru zavislosti antioxida¢nej aktivity od poétu
hydroxylovych skupin bola Nastella et al. (1999). Stadia skimala u¢inok derivatov kyseliny
benzoovej aich vplyv na oxida¢ni modifikdciu LDL castic na zéklade dvoch oxidacnych
systémov ato ovplyvnenim medou katalyzovanej oxidacie alebo tepelného rozkladu 2,2'-
azobis(2-amidinopropan) chloridu. V oboch pripadoch preukazali dihydroxy derivaty kyseliny
benzoovej vyraznejsiu aktivitu ako tomu bolo u molekul s jednou hydroxylovou skupinou.
Latky okrem schopnosti vychytavat’ peroxylové radikaly preukézali aj schopnost’ chelatovat
iony kovov. Tato §tidia je urcite blizSia svojim charakterom naSmu vyskumu, pretoze je
1 biologicky vyrazne viac relevantna nez samotnd metoda FRAP, ktord je skor pridatna

vzhl'adom k vys§Sie spomenutym limitaciam.

S pritomnost'ou antioxida¢nych vlastnosti tu vzdy existuje urcité riziko prooxidacie.
Yordi et al. (2015) vo svojej Studie preukdzala prostrednictvom klastrogenicity spdsobene;j
poskodenim DNA prooxidacné vlastnosti benzoovych kyselin. Za aktivne s teda povaZzované
latky oplyvajuce klastrogénnymi vlastnostami schopné poskodit DNA. Vo vSeobecnosti Studia
zhodnotila, ze derivaty sjednou eventudlne dvomi hydroxylovymi substituentmi a bez
esterifikacie nevykazuju klastrogénne vlastnosti resp. prooxida¢nu aktivitu. AvSak molekuly
obsahujuce tri hydroxylové skupiny vykazovali klastrogénne U¢inky na DNA skrz svoje
prooxidaéné vlastnosti. Podobne tomu bolo aj v pripade pritomnosti methoxyskupin
v molekule, kedy navySenim poctu tychto skupin dochadzalo aj k vyssej klastrogénnej aktivite.
Vseobecne vykazovala methoxyskupina v porovnani s hydroxyskupinou vyssiu klastrogénnu
aktivitu. Tento jav mdze byt spdsobeny v pripade methoxyskupiny pritomnost'ou nezdiel'aného
elektronového paru kyslika, ktory vytvoria dostupnejSie spojenie s elektronovym oblakom

benzénového jadra. Zaujimavym faktom je, Ze Stadia nepreukazala akykol'vek vztah medzi
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touto aktivitou a polohou substituentov, podobne aktivne boli molekuly, ktorych tri substituenty

boli izolované ale aj susediace.

Z hl'adiska redukénych ucinkov derivatov benzoovej kyseliny na Zelezo bolo taktiez
pozorované, ze v pripade Struktir podobnych hydrochinénu (2 hydroxylové skupiny navzajom
v polohe para) st ovela uginnejsie v redukcii Fe** ako tomu je umolekal §trukturalne
podobnych katecholom (2 hydroxyskupiny navzajom v polohe ortho). Okrem tejto dolezitej
informacie §tddia informuje o vyznamnej produkcii Fe?" vSetkymi derivatmi
trihydroxybenzoovej kyseliny. (Nichela et al. 2015) Z tychto vysledkov mozno sudit’, ze latky
s ortho-dihydroxyskupinou st schopné taktiez chelatovat’ iony Zzeleza, kdezto tie s para

polohou i6ny kovov nechelétuju, iba redukuju.

Limitaciou naSej Studie je Cisto in vitro charakter a to i cez pouzitie Fentonovej reakcie,
ktora je povazovana za biologicky relevantnil. V redlnych podmienkach mozu byt u¢inky nami
skamanych lytok ovplyvnené pritomnostou inych anatioxidantov, napr. na konjugaty
a v biologickych vzorcoch boli skutocne detekované konjugaty benzoovych kyselin. (Jokioja

etal. 2021)
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9. Zaver

Hlavnymi vystupmi tejto prace su:

1. Kyselina benzoovéa, kyselina 3-hydroxybenzoova, kyselina 4-hydroxybenzoova,
kyselina benzoylaminooctovd nevykazovali v ziadnej testovanej koncentracii

antioxida¢né ani prooxidacné vlastnosti.

2. Kyselina 2,4-dihydroxybenzoova od koncentraéného pomeru 1:1 a kyselina 3,4-
dihydroxybenzoova od koncentratného pomeru 2:1 vykazovali antioxidacné

vlastnosti pri pH 7,5.

3. Kyselina 2.,4,6-trihydroxybenzoové preukéazala svoje prooxidaéné vlastnosti pri pH
4,5 a7,5 vpomere 20:1. Taktiez kyselina 2-hydroxy-4methoxybenzoova mala

prooxidacné vlastnosti, ktoré boli namerané pri pH 7,5 v pomere 10:1.
4. Vzhladom k charakteru tejto Studie je ale v pripade pouzitia tychto latok v

klinickej praxi nutné overit’ tieto G€inky in vivo ato ako ucinnost, tak aj moznu

toxicitu.
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10. Pouzité skratky

ATP — adenozintrifosfat

CoA — koenzym A

COX-1 — cyklooxygenaza-1

DMT-1 — transportér dvojmocnych kovov, z ang. divalent metal (ion) transporter 1
FRAP — ferric reducing antioxidant power

GSH — glutation

GST — glutation-S-transferaza

HPLC - vysoko uc¢innad kvapalinova chromatografia, zangl. high-performance liquid

chromatography

IL — interleukin

LDL —lipoprotein o nizkej hustoty, z anglického low density lipoprotein
NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

PPARY — peroxisome proliferator-activated receptor y

RNS — reaktivne formy dusika z anglického reactive nitrogen species
ROS — reaktivne formy kyslika z anglického reactive oxygen species
TAG — triacylglyceroly

TfR1 — transferin-receptor 1
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