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Zelezo je esencidlni prvek, nezbytny pro spravné fungovani lidského organismu.
Zapojuje se do mnoha bunécnych procesl, kde pusobi jako kofaktor. Je fyziologicky
velmi dllezity, zejména pro svou schopnost snadno pfijimat a odevzddvat elektrony.
Jeho mnoiZstvi v téle je prisné regulovano, protoZze v nadbytku volného kovu, by mohlo
dochdzet k skodlivym radikdlovym reakcim a rozvoji oxida¢niho stresu. Oxidacni stres je

zodpovédny za mnohé patologické procesy.

Flavonoidy jsou pfirodni polyfenolické |atky, které jsou obsazeny v fadé rostlin.
Jejich konzumace je spojovana s priznivymi Ucinky na lidské zdravi, mezi které patfi
antioxidacni, protizanétlivé a kardioprotektivni vlastnosti. Navzdory jejich prospésnému
ucinku, mohou za urcitych okolnosti projevovat Ucinky pro-oxidacni, souvisejici s jejich
redoxnimi vlastnostmi. Béhem metabolismu flavonoidd dochazi vlivem stfevniho
mikrobiomu k jejich degradaci na jednoduché fenolické kyseliny, mezi které radime

i propionové kyseliny.

Vramci této diplomové prace byly testované propionové kyseliny vystaveny
Zelezem katalyzované Fentonové reakci, ktera produkuje hydroxylové radikaly. Byl
zkouman jejich vliv na sniZeni, popfipadé zvyseni produkce volnych radikal( ve dvou
hodnotach pH (4,5 a 7,5) pomoci HPLC pfistroje. Kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova
a kyselina 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova projevily antioxidac¢ni vlastnosti. Opacny
vysledek prokazala kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova, kterd se jevila jako

pro-oxidacni.
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Iron is an essential element, necessary for the proper functioning of the human
body. It is involved in many cellular processes where it acts as a cofactor. It is
physiologically very important, especially for its ability to readily accept and deliver
electrons. Its amount in the body is strictly regulated because in excess of the free metal,
harmful radical reactions and the development of oxidative stress could result. Oxidative

stress is responsible for many pathological processes.

Flavonoids are natural polyphenolic substances that are found in many plants.
Their consumption is associated with beneficial effects on human health, including
antioxidant, anti-inflammatory, and cardioprotective properties. Despite their beneficial
effects, they may, under certain circumstances, possess pro-oxidant effects related to
their redox properties. During the metabolism of flavonoids, the gut microbiome

degrades them to simple phenolic acids, including propionic acids.

In this thesis, the tested propionic acids were exposed to the iron-catalyzed
Fenton reaction, which produces hydroxyl radicals. Their effect on reducing or increasing
the production of free radicals was investigated at two pH values (4.5 and 7.5) using an
HPLC instrument. 3-(3-hydroxyphenyl)propionic acid and
3-(2,4-dihydroxyphenyl)propionic acid showed antioxidant properties. The opposite
result was shown by 3-(3,4-dihydroxyphenyl)propionic acid, which appeared to be

pro-oxidant.
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1. UvoD

Zelezo je esencialni prvek pro spravné fungovani lidského téla. Diky své schopnosti
snadno prijimat a odevzdavat elektrony se zapojuje do rady fyziologickych procest. Za
normalnich okolnosti je vétSina Zeleza v téle vazana. Pti naruseni rovnovahy muze dojit
ke vzniku radikalovych reakci, jako je Fentonova reakce, kterych se Zelezo ucastni jako
jejich katalyzator. V dlsledku toho vznikaji reaktivni formy kysliku, které se podili na
patologickych stavech. Nadbytek volnych radikdlt vede ke vzniku oxida¢niho stresu,
ktery je spojeny s poskozenim tkani a procesem starnuti. Homeostdza Zeleza je proto
pfisné regulovana, aby nedochazelo k nadprodukci volnych radikald, rozvoji oxida¢niho

stresu a dalSich onemocnéni.

Flavonoidy jsou sekunddrni metabolity rostlin, které jsou Siroce rozsirené.
Strukturné je radime mezi polyfenolické latky a jejich konzumace je spojovana s fadou
zdravi priznivych ucinkd. Jsou hojné obsazeny v potravinach rostlinného plvodu, jako je
ovoce, zelenina, Caj, kdva a cervené vino. Podle epidemiologickych studii vykazuji
antioxidacni a protizanétlivé ucinky a maji pozitivni vliv na kardiovaskularni systém
a prevenci neurodegenerativnich onemocnéni. Jejich antioxidac¢ni aktivita je spojovana
s jejich schopnosti vychytdavat volné radikaly nebo chelatovat nadmérné mnoistvi
volnych prechodnych kovl. Za urditych podminek vSak mlzou mit i nezadouci
pro-oxidacni ucinky, které vedou ke zvySeni mnozstvi volnych radikdlli a rozvoji

oxidacniho stresu.

Po pfijmu flavonoidd ve stravé jsou v lidském organismu masivné metabolizovany
jesté pred vstupem do systémového obéhu a jejich plazmatické koncentrace jsou nizsi
nez 1 pM. P¥ijejich metabolismu jsou rozkladany bakteriemi tlustého stfeva na
jednoduché fenolické kyseliny. Mezi tyto metabolity patfi i propionové kyseliny, které
byly zkoumané v této praci. Ty se principidlné |épe absorbuji a dosahuji obecné vyssich

koncentraci v plazmé nez parentni flavonoidy.



2. CiLPRACE

Cilem této diplomové prace bylo stanovit antioxidacni nebo pro-oxidacni ucinky
vybranych malych fenolickych metabolitl flavonoidl, derivatd kyseliny propionové,
které vznikaji v tlustém stievé pasobenim bakterialni mikrofldry. Dil¢imi cily prace bylo
zjistit, jak plsobi vybrané testované latky na produkci hydroxylovych radikald
z zelezitymi ionty indukované Fentonovy reakce za pato/fyziologickych podminek
a nasledné urcéeni vztahu mezi strukturou fenolickych metabolitl a jejich aktivitou.
Analyza indukce nebo inhibice vzniku volnych hydroxylovych radikald byla provedena za
poutziti in vitro HPLC metody pfi pH 7,5, které je blizké fyziologickému pH a také pfi pH

4,5, které napodobuje pH podminky v Zaludku, lysozomech nebo pfi vyrazné acidéze.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Zelezo jako prvek

Zelezo je pevny kov $edé barvy, ktery je znamy jiz od pravéku. Jeho chemicky
symbol Fe je odvozeny z latinského slova ferrum, znamenajici pevnost. V periodické
soustavé prvkl patfi do 8. skupiny, 4. periody a radi se tak mezi pfechodné kovy. Jeho

atomoveé Cislo je 26 [1].

Jedna se o druhy nejrozsifenéjsi kov na Zemi, nicméné v Cisté podobé ho témér
nenajdeme. V pfirodé se vyskytuje spolu s dalSimi prvky ve formé Zeleznych rud. Jako
priklady si mdZeme uvést hematit, magnetit, siderit a takonit. Zelezo je nejstabiln&;jsi
v oxidacnim stavu +2 a +3, proto tvori hlavné slou¢eniny ve formé oxidd, sirant, chlorid(
nebo sulfidd. Mimo zemského jadra se také nachazi ve hvézdach, Slunci, meteoritech

a na povrchu Marsu [1, 2].

Mezi vlastnosti Zeleza patti pevnost, taznost, kujnost, schopnost vést elektricky
proud a teplo a feromagnetismus. Elementarni Zelezo je chemicky reaktivni
a v pritomnosti vzdusné vlihkosti koroduje. Takovou reakci vznikaji oxidy Zelezité (Fe,03)
a zeleznato-Zelezité (Fes0as), které se daji souhrnné oznacit jako rez. Jedna se tedy

o oxidaci, cozZ je nevratny proces [1, 2].

3.2 Zelezo v lidském organismu

3.2.1 Fyziologie Zeleza

Zelezo je esencidlni prvek pro vétsinu Zivych organismd. V téle zastava nékolik
funkci a ucastni se rlznych metabolickych procesd. PIni klicovou ulohu v mnoha
bunécnych procesech jako je syntéza DNA, RNA a protein(, regulace genové exprese,
proliferace a diferenciace bunék, prenos elektronli a bunécéné dychani [3]. Na téchto
¢innostech se Zelezo nepodili pfimo, ale funguje jako kofaktor pro syntézu
hemoproteinl a nehemovych proteinl obsahujicich Zelezo. Mezi hemoproteiny fadime

hemoglobin a myoglobin, coZ jsou bilkoviny, které vazi a prendseji kyslik po téle [4].

Lidské télo obsahuje pfriblizné 3500 az 4000 mg Zeleza. Z tohoto mnozstvi tvofi

okolo 65 % jiz zminovany hemoglobin, ktery se nachazi v erytrocytech. Myoglobin,
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pfitomny ve svalové tkani, cytochromy a enzymy obsahuji dalSich 10 %. Zbyvajicich 25 %
je ve formé snadno mobilizovatelnych zasob Zeleza. Tuto zdsobni funkci maji na starosti
proteiny ferritin a hemosiderin, ukladajici se v hepatocytech a retikuloendotelovych

makrofazich [3-5].

Zelezo nema Zadny aktivni exkre¢ni mechanismus. Ven z téla se vylu€uje pouze
deskvamaci kUze a enterocytl nebo pripadnym krvacenim. Denni ztraty Zeleza se
pohybuji okolo 1-2 mg, srovnatelné mnoiZstvi proto musi byt pfijimano z potravy.
U menstruujicich nebo téhotnych Zen a u déti je jeho potfeba vyssi [4, 6]. Na prvni
pohled se mlzZe zdat, Ze tyto Cisla nekoresponduji s mnoZstvim Zeleza, které télo vyuziva.
Uz jen na tvorbu novych erytrocytl v kostni dfeni je denné spotifebovano 24 mg. Toto

zdanlivé chybéjici mnozstvi je pokryto skrze recyklaci Zeleza [7].

Role retikuloendotelového systému (RES) spociva vimunologické obrané
organismu, ale mimo to se podili také na odstrafovani poskozenych a zanikajicich bunék.
Pravé odstranovani starnoucich erytrocytl vede k opétovnému uvolnéni zeleza a jeho
nasledné recyklaci. Takto se buriky RES (predevsim sleziny, jater a kostni dfené) pfimo
podili na metabolismu Zeleza. Cervena krvinka je hydrolytickymi enzymy rozkladéna a pfi
Stépeni hemoglobinu se uvoliiuje hem, ktery je ddle preménén pomoci hemoxygendzy
na biliverdin, oxid uhelnaty a Fe?* (Zeleznaty iont). Takto uvolnéné Zelezo se bud' uloZi

nebo znovu pouzije [7].

circulating
erythrocytes

Bone marrow

Smg Reticuloendothelial
smg System (RES)
24 mg plasma transferrin 2mg

Reticuloendothelial
System (RES)

JTLZ mg k 10-15 mg Fe from diet
1mg

Stomach

Duodenum

Obr. 1: Recyklace Zeleza burikami retikuloendotelového systému [7].
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Obr. 2: Pfeména hemu na biliverdin, oxid uhelnaty a Zeleznaté ionty [4].

3.2.2 Zelezo v potravé a jeho absorpce

Ve stravé se Zelezo vyskytuje ve dvou formach — hemové a nehemové. Hemové
Zelezo je prevainé ziskavano z masa a lépe se vstfebdva. Zejména cervené maso
s vysokym obsahem hemoglobinu je bohaté na obsah Zeleza. Zdrojem nehemového
Zeleza jsou naopak rostlinné produkty, jako naptiklad obiloviny, lusténiny, ovoce
a zelenina. Z celkového denniho pfijmu Zeleza z potravy, ktery Cini asi 15—-20 mg, se
vstfebdva pouze jedna desetina. Mira absorpce nehemové formy Zeleza je nizsi a je vice
ovlivnéna ostatnimi slozkami potravy. PfestoZe nehemové Zelezo ma mensi biologickou
dostupnost, podili se na vyzivé vice, a to v dusledku jeho mnohonasobné vyssiho
mnoiZstvi ve stravé. Absorpce Zeleza probiha prevainé v duodenu a z €asti v jejunu
tenkého stfeva. Po prichodu stfevni sténou do krve je Zelezo dalo transportovano [4, 5,

8].

Vstfebané mnostvi zavisi na typu Zeleza i na podminkach. Zelezo se tedy
vyskytuje bud vazané v hemu s lepsi biodostupnosti nebo ve formé Zelezitych iontl
(Fe3*) navazané na néjakou strukturu. Tyto Zelezité ionty musi byt nejprve redukovany
na ionty Zeleznaté, a to z dlvodu rozpustnosti. V téle tuto preménu zajistuje kyselé
prostiedi v zaludku. Nizké pH v dusledku produkce kyseliny chlorovodikové zvysuje
rozpustnost Zeleza, a tedy podporuje jeho vstiebavani. Také nékteré dietni faktory

mohou ovlivnit absorpci. Kyselina askorbovd je znama svou schopnosti zvySovat
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vstfebdvani Zeleza. Plisobi nékolika mechanismy, jednak svymi redoxnimi vlastnostmi
pomaha redukovat Fe3* na Fe?*, zdroven puUsobi jako cheldtor kovl a dale reaguje
s latkami, které absorpci snizuji. Mezi dal$i enhancery absorpce patfi citrat a nékteré
aminokyseliny. Fytat a polyfenoly z rostlinné stravy stejné tak jako Zivocisné bilkoviny
(napfr. kasein, albumin nebo vajecny bilek) jsou naopak slozky potravy, které mohou
absorpci zhorSovat. Nékteré léky jako jsou napf. inhibitory protonové pumpy nebo
patologické stavy, které snizuji produkci kyseliny chlorovodikové maiji také negativni vliv

na absorpci [5, 9, 10].

Po konverzi jsou rozpustné Zeleznaté ionty vstfebany pomoci transportéru 1 pro
dvojmocné kovy (DMT1). DMT1 se nachdzi na apikdlni membrané enterocytl a slouzi
jako prenasec také pro Zn?*, Mn?*, Co?*, Cd?*, Cu?*, Ni?* a Pb?*. Tyto kovy pak ve stfevé
soutézi s ionty Zeleza a mohou ovliviiovat jeho biodostupnost. Pfi nedostatku Zeleza se

zvySuje exprese DMT1 a v pfipadé jeho genetické mutace dochazi k vrozené anémii [9].

Systémovou regulaci absorpce Zeleza mda na starosti latka s nazvem hepcidin
(HEPC). Jedna se o peptidovy hormon, ktery se skldda z 25 aminokyselin a jak napovida
jeho nazev, je produkovan v jatrech [9]. Jeho funkci je snizovani plazmatickych
koncentraci Zeleza. HEPC blokuje absorpci a uvolfiovani zasob. Ucinkuje skrze
ferroportin (FPN), cozZ je protein exprimovany na povrchu bunék, které ukladaji Zelezo.
HEPC se na FPN vaze, degraduje ho a inhibuje tak uvolnéni Zeleza z téchto bunék.
Koncentrace HEPC odrazi potfebu Zeleza v téle. ZvySena erytropoéza (napf. pfi hypoxii)
a nedostatek Zeleza vede ke snizeni exprese HEPC, a tedy ke zvySeni absorpce. Naopak

pfi nadmérnych zasobdch, infekci nebo zanétu jeho produkce roste [10, 11].

3.2.3 Transport a ukladani zeleza

Transferrin (Tf) hraje klicovou ulohu ve vazbé a transportu Zeleza krevnim recistém.
Je to polypeptidovy retézec, ktery je syntetizovan prevainé v jatrech, ale i v mozku,
varlatech a nékterych tkanich plodu. Ve své struktufe obsahuje dvé vazebné domény.
Na tyto domény se mulZe vazat rfada kovl (Zelezo, hlinik, mangan, méd, kadmium).
Zelezo ma viak nejvy3si afinitu a pfipadné jiné kovy z jejich vazby vyt&siuje. Hlavni
funkci Tf je pfijimat Zelezo z plazmy a prenaset ho do rGznych tkani [3]. VétsSina Zeleza

v krvi je na néj vazana a tento komplex mUze prestupovat do bunék skrze transferrinovy
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receptor (TfR) pomoci endocytdzy. Nasledné se Zelezo z Tf uvolriuje v dlsledku nizkého
pH v endozomu. TfR1 je exprimovan viemi bunkami vyZadujicimi Zelezo [12]. Existuje
i TfR2, ktery je vSak exprimovan vyznamné méneé a pravdépodobné nehraje roli v pfijmu

Zeleza [9].

Ferritin je protein, ktery slouzi jako zasobdrna Zeleza. Sklada se ze dvou podjednotek
(lehkého a tézkého retézce), které tvofi dutinu, v niz mlze byt uloZzeno az 4500 atom{
Zeleza. Uvnitf bilkovinného obalu dochazi k oxidaci Fe?* na Fe3* a Zelezo se uklada
v nerozpustné formé jako soucdst rostouciho krystalu ferrihydritu. V pripadé potreby je
Zelezo z ferritinu uvolnéno opétovnou redukci. Syntéza ferritinu, podobné jako HEPC
odrdzi potieby organismu. Ferritin se nachazi zejména v kostni dieni a bunkach RES [3,

9].

Druhd sloucenina, kterd se podili na uklddani bunécného Zeleza nese ndazev
hemosiderin. Jedna se o nerozpustnou c¢astici, kterd pravdépodobné vznikd degradaci
ferritinu. Kromé Zeleza obsahuje i proteiny, sacharidy a lipidy. Zda se, Ze pfi rostoucim
prebytku Zeleza v organismu dosahuje koncentrace ferritinu uréitého maxima a vétsi
Cast se uklada pravé v hemosiderinu. Oba zasobni proteiny maji ochrannou funkci,

protoze udrzuji kov ve vazané formé [9, 13].

3.2.4 Patologie Zeleza

Zelezo je pro svou schopnost snadno pfijimat a odevzdavat elektrony fyziologicky
velmi vyznamné. Za normdlnich podminek je vétSina Zeleza v téle vdzana. Problém
nastava pfi zvySeni koncentrace volného Zeleza, které je pro télo toxické. Jeho nadbytek
maze vést k poskozeni tkani v disledku produkce volnych radikal(. Zelezo hraje kli¢ovou
roli pfi vzniku oxidac¢niho stresu, nebot pUsobi jako katalyzator radikalovych reakci.
Oxidacni stres nasledné vyvolava vznik patologickych procest, a proto musi byt hladina

Zeleza v téle prisné regulovana [4, 13, 14].

Diky regulaci metabolismu Zeleza jsou jeho plazmatické koncentrace udrzovany
ve fyziologickych hladinach. Pti zanétlivych stavech nebo chronickém oxidacni stresu se
mUze modulovat pfijem a ukladani Zeleza a narusovat tak jeho homeostazu. Pretizeni
organismu Zelezem muzZe byt bud primarni, které je zplsobené dysregulaci stfevni

absorpce nebo sekundarni, které vznika z jiné pfriciny. Prikladem primarniho pretizeni
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Zelezem je hereditdrni hemochromatéza. Toto onemocnéni je dédicné a souvisi
s nadmérnou absorpci Zeleza z traviciho traktu a jeho naslednou akumulaci v Zivotné

dllezitych organech [5, 13, 14].

Dysregulace homeostazy Zeleza mlzZe vést i k dalSim onemocnénim. Naruseny
metabolismus Zeleza zasahuje do metabolismu glukdzy a m(ize takto pfispivat ke vzniku
diabetu mellitu 2. typu, zdroven se Zelezo podili na vzniku nealkoholické
steatohepatitidy, kterd souvisi s inzulinovou rezistenci. Se zvySenou hladinou Zeleza je
spojena i aterosklerdza a s ni zvySené riziko kardiovaskularnich onemocnéni a infarktu
myokardu. Aterosklerdza je zanétlivé onemocnéni cévni stény, doprovdzené tvorbou
tzv. aterosklerotickych platd, které ucpavaji a zuzuji vnitfni prGmér tepen. Pficemz na
jejich tvorbu ma vliv oxidace lipid( a proteinli zpUsobena Zelezem. Pfechodné kovy hraji
také urcitou roli v rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova nebo

Parkinsonova choroba [13, 14].

Na druhou stranu se mulze vyskytovat i nedostatek Zeleza. Tento stav je
nejcasté;jsi pricinou anémie v Evropé a mliZze k nému dochazet pti chronickém krvaceni,
napriklad do gastrointestinalniho traktu nebo pfi hypermenoree. Dalsim dlvodem je
vegetarianska/veganska strava nebo méné casto malabsorpéni syndromy a genetické
poruchy. Pfi¢inou muizZe byt také casté darovani krve, téhotenstvi nebo infekce

Helicobacterem pylori [15].

3.3 Oxidacni stres a Fentonova reakce

S patologii Zeleza souvisi jiz zmifované volné radikaly, které jsou pfi¢inou vzniku
oxidac¢niho stresu. Oxidacni stres je stav pritomny ve vSech aerobnich organismech.
Dochazi k nému, pokud je narusend rovnovaha mezi produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS) a dusiku (RNS) a kapacitou antioxidacniho systému organismu. Volné radikaly jsou
vysoce reaktivni latky, které se ucastni fetézovych reakci. V disledku toho vznikaji dalsi
ROS a RNS, které maji velky oxidacni potencial [16—18]. Mohou zplsobovat trvalou
modifikaci tkani, a tak se podilet na mutagenezi, karcinogenezi a starnuti. Oxidované

produkty DNA slouzi zaroven jako biomarker oxidacniho stresu [14].

Za nejvice toxickou ROS je povazovan hydroxylovy radikdl (*OH), ktery vznikd

procesem zvanym Fentonova reakce (Rov. 1). Touto reakci se rozumi chemicka reakce
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mezi peroxidem vodiku a prfechodnym kovem v nizsim valen¢nim stavu. Volné ionty
Zeleza (Rov. 2) nebo médi v redukované formé spousti Fentonovu reakci, pfi které
dochazi k redukci peroxidu vodiku za vzniku vysoce toxického hydroxylového radikalu

[17, 19].
M™ + H202 = M(™1* + OH- + *OH (Rov. 1)
Fe?* + H,0; —> Fe?** + OH™ + *OH (Rov. 2)

Fentonova reakce je vSak pouze jednou z reakci Haber-Weissovy chemie. Aby
reakce mohla probéhnout je zapotfebi redukovat Fe3* na Fe?* a to se déje v pfitomnosti

superoxidu (*027) (Rov. 3) [17, 20].
Fe3* +°0; - Fe?* + 0, (Rov. 3)

Cely proces se da shrnout Haber-Weissovou reakci (Rov. 4). Superoxid reaguje
v pfitomnosti Zeleza s peroxidem vodiku za vzniku kysliku, hydroxylového aniontu

a hydroxylového radikalu [20].

Fe
*0; + H,0; — Oz + OH + *OH (Rov. 4)

Reakce zdvisi na nékolika faktorech, predevsim na Ucasti katalyzatoru (volného
kovu), hodnoté pH a pfitomnosti antioxidantl a cheldtord. Antioxidanty jsou latky, které
s volnymi radikaly reaguji, aby vyvazily jejich negativni vliv. Funguji na principu redukce
molekulu, pripadné oboji. V téle se vyskytuji v malych koncentracich a déli se do dvou
skupin [16, 17]. Vysokomolekularni slouceniny zahrnuji antioxida¢ni enzymy jako je
superoxiddismutaza (SOD), katalaza nebo glutathionperoxidaza (GPx) a také proteiny
albumin nebo Tf. Mezi nizkomolekularni antioxidanty patfi endogenni slouceniny,
napriklad kyselina mocova, kyselina lipoova, glutathion nebo ubichinol a dale exogenni
antioxidanty ziskdvané z potravy. Tam fadime vitaminy C, E nebo polyfenolické

slouceniny véetné flavonoidud (Tab. 1) [16].
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Tab. 1: Pfehled antioxidant( [16].

Endogenni a exogenni antioxidanty
Vysokomolekularni antioxidanty Nizkomolekularni antioxidanty
Superoxiddismutaza Kyselina mocova
Katalaza Kyselina lipoova
Glutathionperoxidaza Kyselina askorbova (vitamin C)
Albumin Tokoferol (vitamin E)
Transferrin Glutathion
Metallothioneiny Ubichinol

Flavonoidy

Volné radikaly pusobi patologicky pouze jsou-li v nadbytku. V nizkych
koncentracich jsou dokonce Zivotné potfebné. ROS/RNS jsou produkovany imunitnim
systémem jako obrana proti patogenim, jsou nezbytné pro funkci intraceluldrnich

signalnich systém( a také pro zrani bunécnych struktur [21].

3.3.1 Chelatace zZeleza

V pripadé patologickych stavi spojenych s nadbytkem nebo nadmérnou
akumulaci kovu v téle stejné tak jako pfi akutni a chronické intoxikaci kovy se da pouZit
k [écbé chelatacni terapie. Chelatacni Cinidla vaZzou ionty kov(, sniZuji jejich reaktivitu
a odstranuji je z organismu ven [22]. Zarovernt mohou chelatory pusobit jako chaperony

a ovliviiovat distribuci i jinych kovl v téle [23].

Maximalni koordinacni Cislo Zeleza je 6, proto jsou hexadentatové cheldtory
nejucinnéjsi, nebot zcela deaktivuji volné Zelezo. Vhodny chelator by mél mit vysokou
afinitu k iontdm Zeleza, nizkou toxicitu, peroradlni podani a schopnost pronikat

biologickymi membranami [14].

V klinické praxi se jako chelatory Zeleza pouzivaji deferoxamin (DFQ), deferipron
(DFP), deferasirox (DFX) a dexrazoxan (Obr. 3). Nékolik dalSich latek je predmétem
vyzkumu [24, 25]. Pfi vybéru vhodného léku je tfeba zvazit délku lécby, zplisob podani
a také jeho cenu. DFO byl prvnim schvalenym lécivem, ale jeho pouziti je limitovano

nizkou absorpci. Je tedy nezbytné jeho parenterdini podani (intravendzni nebo
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intramuskuldrni), které mlze byt pacienty odmitano. DFP a DFX sice nejsou tak G¢innymi
cheldtory jako DFO (nejsou hexadentatové), ale pozorujeme u nich vétsi adherenci

k lécbé, a to z dlivodu jejich perordlniho podani [22].

) OH HO
o} HO N o]
0 | — X
HN HO 0 g = N/‘l

CH, OH

Obr. 3: Struktury cheldtori Zeleza: deferoxamin, deferipron a deferasirox.

3.4 Flavonoidy

3.4.1 Charakteristika

Flavonoidy jsou pfirodni, polyfenolické latky, které fadime mezi sekundarni
metabolity rostlin. Jsou Siroce rozsifené, nachazeji se ve vsech ¢astech rostliny, kde jsou
obsaZeny uvnitf bunék nebo na povrchu rostlinnych organa. Jejich bohatymi zdroji jsou
ovoce a zelenina, €aj, kava a ¢ervené vino. V rostlinach maji fadu funkci. Udavaji barvu
kvéth a plod(, jsou zodpovédné za vini, chrani rostlinu pred rlznymi vnéjSimi vlivy
(napf. odolnost vici suchu a mrazu, ochrana proti sklidcim a ultrafialovému zareni),
pUsobi jako signdlni molekuly a detoxikacni latky. Nejen u rostlin, ale i u Zivoc¢ichl hraji

rfadu fyziologickych roli [26, 27].

Jejich konzumace je spojovana s fadou pfiznivych ucink(. Nejvice je sledovana
jejich antioxidacni aktivita, ale spektrum jejich plGsobeni je znacné rozsahlejsi. Maji
pravdépodobné protizanétlivé, antimutagenni a antikarcinogenni vlastnosti a ochranny
ucinek na kardiovaskularni a centrdlni nervovy systém. Déle u nich byla popsana
antimykoticka, antivirova i antibakteridlni aktivita. Mimo tyto pozitivni Gcinky jsou

znamy jako silné inhibitory nékterych enzymu cytochromu P450 [26, 28].
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3.4.2 Chemicka struktura

Strukturné se flavonoidy radi do skupiny polyfenolickych slou¢enin neboli
polyfenoll. Jejich zakladni skelet se sklada z 15 uhlikového rtetézce C6-C3-C6
obsahujiciho dva benzenové kruhy (A a B), které jsou spojené tfiuhlikatym pyranovym
kruhem (C) [29]. Na zdkladé mista napojeni kruhu B na kruh C rozliSujeme dalsi strukturni
podtypy. Flavonoidy, u nichz, je kruh B napojen v poloze 3 nazyvdme isoflavonoidy.
V pfipadé napojeni aromatického kruhu B na kruh Cv poloze 4 se jedna o neoflavonoidy.
Nejcastéji je vSak kruh B navdzan v poloze 2. (Obr. 4). Na zakladé stupné oxidace
a nasyceni heterocyklického kruhu C rozdélujeme flavonoidy do dalSich podskupin:
flavony, flavonoly, flavanony, flavanoly (katechiny), isoflavony, anthokyany a chalkony

[26].

S

Obr. 4: Zakladni chemické struktury: flavonoidy, isoflavonoidy, neoflavonoidy.

Flavonoidy muzZzeme rozdélit i podle stupné nasyceni centralniho
heterocyklického kruhu nebo na zdkladé molekulové hmotnosti. Dllezitym faktorem
jsou i substituenty na kruzich A a B, které rozlisuji jednotlivé flavonoidy a udavaiji jim
specifické vlastnosti, napfiklad pocet a poloha hydroxy skupin ovliviuje jejich
antioxidac¢ni kapacitu. V soucasnosti rozeznavame vice nez 6000 rliznych flavonoidnich

sloucenin [29].

V rostlindach se mohou nachazet jako aglykony, cozZ jsou volné formy flavonoidd,
které ve své struktufe neobsahuji cukr, anebo se vyskytuji ve formé glykosida.
Glykosylované formy jsou ¢astéjsi a vznikaji navazanim cukerného zbytku na strukturu
flavonoidu. Nejcastéji je vazanym cukrem monosacharid, kterym muze byt glukdza,

rhamndza, galaktdza, arabindza nebo xyldza. Pfevainé se vyskytuji O-glykosidy, nicméné
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i C-glykosylace je mozna. O-glykosidy maji sacharidové substituenty vazané
k hydroxylové skupiné aglykonu, obvykle umisténé v poloze 3 nebo 7, zatimco
C-glykosidy maji cukerné jednotky vazané k uhliku aglykonu, obvykle na C6 nebo C8.
Casto se také vyskytuji flavonoidni diglykosidy. Glykosylace je vyhodna, nebot méni
fyzikdlné-chemické vlastnosti a biologickou aktivitu flavonoidl, zejména zvySuje

rozpustnost ve vodé a stabilitu, pficemz snizuje toxické a vedlejsi ucinky [27, 29, 30].

3.4.3 Podskupiny flavonoid(

Flavony jsou jedny z nejd(ileZitéjSich a také Siroce rozsifenych flavonoid(. Ve své
strukture obsahuji dvojnou vazbu v poloze 2 a keton v poloze 4 kruhu C (Obr. 5). Vétsina
flavond ma hydroxylovou skupinu v poloze 5 kruhu A a dalsi hydroxylové skupiny podle
taxonomického zarazeni dané rostliny. Vyskytuji se prevdiné jako 7-O-glykosidy,
s navazanou glukézou, ale mohou byt i ve formé C-glykosid(. Zajimavosti je, Ze
cukernych zbytkd miZou obsahovat i vice neZ jeden. Nachazeji se hojné v celeru,
petrzeli, Cervené paprice, hefmanku, maté, Ginkgo bilobé a citrusovych plodech. Do této
podskupiny patfi apigenin, luteolin a tangeritin. Flavony jsou zndmé pro své biologické
ucinky, napf. pfiznivé ucinky apigeninu souvisi s transkripci gend a expresi proteint [26,

29, 31].

o

Obr 5: Chemicka struktura flavonu.

Flavonoly jsou zndmy jako 3-hydroxyflavony, ve srovnani s flavony maiji totiz
hydroxylovou skupinu v poloze 3 kruhu C, kterd mGze byt glykosylovana (Obr. 6). Pozice
5 a 7 na kruhu A jsou také nahrazeny hydroxylovymi skupinami. Flavonoly jsou
pravdépodobné nejrozsahlejsi podskupinou flavonoid(i zastoupenych v ovoci a zeleniné,

jsou hojné obsazeny v nékterych druzich, jako je brokolice, cibule, chiest, kapusta, jablka
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a hroznové vino. Jejich pfijem v potravé je spojen s pfiznivymi Ucinky na lidské zdravi,
které zahrnuji antioxidacni potencial a kardioprotektivni a protirakovinné ucinky.
Flavonoly obsazené v rostlinnych tkanich filtruji skodlivé UV zareni a chrani tak DNA.
Nejvice studovanymi slouceninami jsou kaempferol, kvercetin, myricetin a fisetin [26,
31]. Nejrozsifenéjsim flavonolem je kvercetin. Kvercetin inhibuje hepatokarcinogenezi
zprostiredkovanou ROS tim, Ze reguluje antioxidacni obranné systémy. Vyskytuje se jak
ve formé aglykonu, tak ve formé O-glykosidu. V pfipadé O-glykosylace na C3 se jedna
o rutin, cozZ je pravdépodobné nejrozsifenéjsi flavonolovy glykosid v rostlinné Fisi [29,

31].

OH

o}

Obr. 6: Chemicka struktura flavonold.

Flavanony jsou dUlezitou skupinou flavonoidl, obsazenou témér vyhradné
v citrusovych plodech, jako jsou pomerance a citrony. Jsou spojovany sfadou
prospésnych ucinkl diky svym schopnostem vychytavat volné radikaly, ¢imz funguji jako
uc¢inné antioxidanty a vyznamné posiluji funkci imunitniho systému. Dale maji
protizanétlivé ucinky a snizuji hladinu krevnich lipid( a cholesterolu. Mezi priklady této
tridy flavonoid patfi hesperidin, naringenin a eriodiktyol. Tyto slouceniny zpUsobuji, Zze
$tdva a kdra citrusovych plodd ma horkou chut. Obsah flavanont se lisi mezi jednotlivymi
odriidami citrusl. Jsou nazyvané také jako dihydroflavony diky nasycenému kruhu
C (Obr.7). Strukturni rozdil od flavon( spocivd pouze v nasyceni dvojné vazby mezi

polohami C2 a C3 [26, 31].
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o}

Obr. 7: Chemicka struktura flavanona.

Flavanoly, oznacdované také jako katechiny nebo flavan-3-oly, jsou
3-hydroxyderivaty flavanon( (Obr. 8). Od jinych flavonoidl se liSi nepfitomnosti dvojné
vazby mezi polohami 2 a 3. Rlzné flavanoly se vyznacuji rozdily v hydroxy substituci na
kruzich A, B a C. Jako monomery tvofi zakladni strukturni jednotku pro oligomery
a polymery s nazvem proanthokyanidiny [26, 31]. Flavanoly vyvolavaji uvolfiovani oxidu
dusnatého do krve. U kutrakd tak maze ptijem flavanol(l zlepsSit néktera poskozeni cév.
Dlouhodoba konzumace potravin bohatych na flavanoly vede k trvalému zlepSeni funkce
endotelu a k prevenci vzniku kardiovaskularnich onemocnéni [32]. Zastupci flavanoll
jsou katechin, epikatechin, epikatechin-galat, epigalokatechin a epigalokatechin-galat.
Ve vysoké koncentraci se nachazeji v Camellia sinensis neboli ¢ajovniku. Konzumace c¢aje
je jednim z nejdllezitéjSich zdroju téchto flavonoidl. Kromé toho jsou bohatymi zdroji
jablka, ¢ervené hrozny, mango, hrusky a Svestky. Nachazeji se ve vétsi mife i v kakau

a ¢erveném viné [29].

OH

0]

Obr. 8: Chemicka struktura flavanold.
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Isoflavony (Obr. 9) jsou v rostlinné FisSi rozSifeny jen omezené, presto jsou
vyznamnou podskupinou flavonoid(l. Jejich vyskyt je omezen na zastupce celedi
bobovité, vyskytuji se prevazné v séji a dalSich lusténinach, jako je lupina, fazole a cizrna
[26, 29]. Dulezitymi dietetickymi isoflavony jsou genistein a daidzein. JelikoZ jsou
strukturné podobné estradiolu, tak funguji jako fytoestrogeny. Vazou se na estrogenové
receptory a vyvolavaji estrogenni nebo antiestrogenni ucinky, v zavislosti na prostredi.
Pfedpoklada se, Ze strava bohata na isoflavony ma pfiznivy vliv na hormonalni stav,
regulaci menstruaéniho cyklu a zdravi pfi menopauze. Maji protizanétlivé a antioxidacni
vlastnosti a pozitivni vliv na kardiovaskuldrni systém. Genistein je potencialni

terapeuticka latka pro lé¢bu nebo prevenci riznych druht rakoviny [31, 32].

Obr. 9: Chemicka struktura isoflavonu.

Anthokyany jsou rostlinné pigmenty, které dodavaji kvétim a plodim cervenou,
fialovou a modrou barvu. Vrostlindch jsou pritomny v glykosylované formé jako
polyhydroxy a polymethoxy derivaty, jejich aglykony se nazyvaji anthokyanidiny
(Obr. 10). Jednotlivi zastupci se od sebe odlisuji po¢tem a polohou hydroxylovych
a methoxylovych skupin. Barva antokyanu zavisi na pH a také na metylaci nebo acylaci
hydroxylovych skupin na kruzich A a B. Nejc¢astéji studovanymi antokyany jsou kyanidin,
delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin a petunidin. Vyskytuji se hojné v ovoci
a zeleniné, napfiklad v borlvkach, brusinkdch, ostruzinach, rajcatech a lilku [26, 31].
Anthokyany maji antioxidacéni, protinddorové, antibakterialni, antidiabetické,

antiangiogenni vlastnosti a jsou dulezité pro udrzeni dobrého zraku [32]. RGzné
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anthokyany maji rlznou antioxidacéni aktivitu v zavislosti na jejich strukture. PouZivaji se

také jako potravinarska barviva [31].

OH

Obr. 10: Chemicka struktura anthokyanidin(.

Chalkony se vyznacuji absenci kruhu C zakladni struktury, proto je lze také
pojmenovat jako flavonoidy s otevienym fetézcem. Ackoliv patti do skupiny flavonoidd,
jsou zaroven povazovany za jejich prekurzory. Jednd se o a,B-nenasycené ketony
s reaktivni ketoethylenovou skupinou, majici konjugované dvojné vazby ve své strukture
(Obr 11). V dUsledku pfitomnosti chromoforu (-CO-CH=CH-) jsou chalkony barevné
slouceniny. Mezi hlavni ptiklady chalkon( patfi isoliquiritigenin, likochalkon A, floridzin,
floretin a naringin dihydrochalkon. Chalkony se ve vyznamném mnoizstvi vyskytuji
v jedlych rostlindch, rajcatech, hruskach, jahodach a nékterych pseniénych produktech.
Vykazuji rfadu terapeutickych vlastnosti, napf. antioxidacni, protizanétlivou,
antimalarickou, antivirovou a protinddorovou aktivitu. Maji dale vliv na

kardiovaskularni, cerebrovaskularni a neurovaskularni systém [26, 33].

Obr. 11: Chemicka struktura chalkonu.
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3.4.4 Biosyntéza flavonoidu

Biosyntéza flavonoidl probiha prevainé v cytosolu a kombinuje nékolik
vyznamnych biosyntetickych cest, tj. Sikimatovou, fenylpropanoidovou a polyketidovou
drahu [34]. Hlavni roli hraje Sikimatova cesta, kterd poskytuje aminokyselinu fenylalanin.
Zacind aldolovou kondenzaci fosfoenolpyruvatu a D-erythrézy-4-fosfatu, vedouci ke
vzniku kyseliny Sikimové a nasledné kyseliny chorismové, jako kone¢ného produktu této
cesty. Kyselina chorismova se poté puUsobenim enzymi prefendt-aminotransferdzy

(PhAT) a arogenat-dehydratazy (ADT) pfeménuje na fenylalanin [35, 36].

Fenylalanin vstupuje do druhé cesty biosyntézy. Prvni krok reakce ve
fenylpropanoidni draze katalyzuje enzym fenylalanin amoniakalni lyaza (PAL), ktera
preménuje fenylalanin na kyselinu trans-skoficovou za soucasného odstranéni
amonného iontu. VdalSim kroku pUsobenim cinamat-4-hydroxylazy (C4H) vznika
kyselina 4-kumarova, kterd se ddle preménuje pridanim jednotky koenzymu A (CoA) na

4-kumaroyl-CoA za pomoci 4-kumarat-CoA-ligazy (4CL) [36, 37].

DalSim potfebnym prekurzorem je malonyl-CoA, ktery vznikd karboxylaci
acetyl-CoA acetdtovou (neboli polyketidovou) cestou. Spojenim téchto cest, tedy
kondenzaci jedné molekuly 4-kumaroyl-CoA a tfi molekul malonyl-CoA, vznika chalkon
jako prekurzor ostatnich flavonoid(. Tato reakce je katalyzovana enzymem chalkon
syntaza (CHS) a predstavuje zacatek flavonoidni cesty. RGzné typy flavonoid( jsou pak
vysledkem plsobeni dalSich enzym(. Slouceniny podléhaji modifikacim jako je
hydroxylace, glykosylace nebo metylace, jejichz vysledkem je obrovska Skala flavonoidu

[36, 38]. Biosyntézu shrnuji Obr. 12 a 13.

26



SHIKIMATE PATHWAY

oH o [+]
H oH Ho.
o. H Ll Ho\l/o OH PhAT ADT enzymes
= o [\on 4= P H —— HO'
CH I L
[} CH ”OH
OH
F

h
F

o

yruvic acid Shikimic acid Chorismic acid Phenylalanine

( -NH; || PAL enzyme y
. o
i N -
: L) I

Flavoriols h;‘i....: PHENYLPROPANOID i e
o) @ PATHWAY | Hcm enzyme
SOREOK
i Foan
Flavones Dlh\drnl’lm onols Isoflavones

FLAVONOID PATHWAY 4-Coumaric acid

| H4CL enzyme

+ 3 M I i
Chalcone-flavanone HO "S—CoA I
D lsomerau‘ 3-Malonyl-CoA x s—con
. 1 .
g HO' -

Chalcone-synthase
2'4',6' 4-tetrahydroxy chalcone

Obr. 12: Shrnuti biosyntetickych cest flavonoid(i: modre sikimatova cesta, oranZové
fenylpropanoidni cesta, zelené flavonoidni cesta — pfevzato a upraveno [35].

PhAT: prefenat-aminotransferdza, ADT: arogenat-dehydratdza, PAL: fenylalanin
amoniakalni lyaza, C4H: cinamat-4-hydroxylaza, 4CL: 4-kumarat-CoA-ligaza.
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4CL: 4-kumarat-CoA-ligaza, CHS: chalkon syntaza, CHI: chalkon isomerdza, FNS: flavon
syntdza, F3H: flavanon-3-hydroxylaza, FLS: flavonol syntdza, DFR: dihydroflavonol

reduktdza, ANS: anthokyanidin syntdza, IFS: isoflavonoid syntaza.
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3.4.5 Biodostupnost a metabolismus flavonoidu

Flavonoidy vykazuji rGznou miru absorpce a biodostupnosti v zavislosti na své
strukture a fyzikalné-chemickych vlastnostech. Po pfijmu flavonoidl potravou dochazi
k jejich masivnimu metabolismu jesté pred dosazenim systémového obéhu. To nastava
jiz v bunikdch tenkého stfeva. Absorpce flavonoidi ztenkého strfeva je lepsi nez
z tlustého streva a je hlavnim mistem jejich limitované absorpce. Nejlépe se vstiebavaji
isoflavony, dale stfedné dobte flavanoly, flavanony a nejhlife proanthokyanidiny
a anthokyany. Stupen absorpce zavisi kromé typu flavonoidu i na dalSich faktorech, mezi
které patti ddvkovani, predchazejici strava, rozdily mezi pohlavimi, individualni
genetické vlastnosti, mikrobidlni osidleni tlustého stfeva a také matrice, ve které jsou
flavonoidy konzumovany [27, 32, 39]. Biologickd dostupnost flavonoidli se tak
u jednotlivych lidi lisi, ale vSeobecné je nizka a jejich plazmatické koncentrace po pfijmu

bézné stravy neprekracuji 1 uM [39].

Vétsina flavonoidl je pritomna ve stravé ve formé B-glykosid( a pred vstiebanim
musi dojit k jejich deglykosylaci, tedy k odstranéni cukerného zbytku z jejich struktury.
K deglykosylaci dochazi jak v tenkém, tak tlustém strevé v zdvislosti na typu cukerné
Casti. Flavonoidni glykosidy mohou byt hydrolyzovany laktazou-florizin hydrolazou
(LPH), kterd se nachazi v kartacovém lemu tenkého stfeva savcil, nebo cytosolovou
B-glukosidazou (CBG) s Sirokou specifitou v enterocytech [27, 40]. Po hydrolyze mohou
aglykony volné pronikat bunéénymi membranami stfevnich bunék prostfednictvim
pasivni difuze diky dostateéné zvysené hydrofobicité. Jedinou podtfidou flavonoidd,
kterd se v potravé nachazi v neglykosylované formé jsou flavanoly. Jako aglykony mohou
byt absorbovany v tenkém strevé. Kromé monomeru se vsak katechiny vyskytuji i jako
oligomery ve formé proanthokyanidin(i, které vzhledem ke své velikosti, musi byt
nejprve degradovany na mensi slouceniny. Nékteré glykosylované flavonoidy jsou
aktivné transportovany do epitelidlnich bunék prostfednictvim aktivniho
sodik-dependentniho glukézového transportéru SGLT1. Pocet a typ glykosylu jsou
dllezitymi faktory ovliviiujici vstiebavani. Kinetika absorpce se také lisi v dusledku
dalsich funkénich skupin obsazenych ve strukture latky [27, 39, 41]. Glykosidy, které

nejsou substraty pro LPH nebo CBG jsou transportovany do tlustého streva, kde mohou
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byt hydrolyzovany stfevnimi bakteriemi. Absorpcni kapacita tlustého stfeva je vsak

mnohem mensi neZ tenkého streva [32].

Kromé vySe zminénych vlastnosti, ovliviiuji rozsah vstrebavani a tim biologickou
dostupnost i rizné membranové prenasece. ABC (ATP binding casette) transportéry
funguji po navazani jednotky adenosintrifosfatu (ATP). Tyto transportéry se podili na
regulaci stfevniho efluxu a fadime mezi né napfiklad P-glykoprotein (P-gp), protein
multirezistence (MRP) nebo protein rezistence vici rakoviné prsu (BCRP). Strevni eflux
omezuje vstiebavani nékterych flavonoidd, v dlsledku ¢ehoz snizuje mnozstvi, které se
dostava do systémové cirkulace. Vzhledem k tomu, Ze ABC transportéry jsou umistény
v bunéénych membranach celého organismu, ovliviiuji také distribuci flavonoidl do

cilovych tkani a jejich eliminaci [27].

V metabolismu flavonoidl existuji 2 oddily. Prvni kompartment tvofi tkanég,
véetné jater, tenkého stfeva a ledvin [42]. Jakmile se flavonoidni aglykony dostanou do
stfevnich epitelovych bunék, enzymy faze Il produkuji odpovidajici konjugované
metabolity. Tenké stfevo je hlavni organ zodpovédny za glukuronidaci flavonoid(, tato
reakce je zprostfedkovdna enzymy uridin-5'-difosfat glukuronyltransferdzami (UGT).
Nadrodina enzym( UGT katalyzuje glukuronidaci velkého mnozstvi funkénich skupin.
Mezi dalsi biotransformacni reakce fadime sulfataci prostfednictvim sulfotransferaz
(SULT) a metylaci prostfednictvim katechol-O-metyltransferaz (COMT) v cytosolu.
Vstfebané flavonoidy se vaZou na albumin a portalni Zilou jsou transportovany do jater,
kde podléhaji dalSim metabolizacnim reakcim [27, 40]. V jatrech probihaji 2 typy
metabolickych reakci: oxidacni a vazebné. V I. fazi dochazi k oxidaénim reakcim, které
jsou zprostiedkovany enzymy cytochromu P450. Vazebné neboli konjugacni reakce se
tykaji prfedevsim polarnich funkénich skupin, které jsou spojeny s jinou endogenni
latkou. Enzymy, Ucastnici se Il. faze metabolismu jiz byly zminény a jedna se o UGT, SULT
a COMT. Konjugacni reakce jsou u ¢lovéka velmi Uc¢inné, o ¢emz svédci skutecnost, Ze
flavonoidy se v plazmé nebo moci vyskytuji pfevazné jako konjugdty a volné aglykony

témér nenajdeme (s vyjimkou katechin() [41].

Druhy oddil tvofi tlusté stfevo. Do tlustého stfeva se dostavaji flavonoidy, které
se nevstiebaly z tenkého streva a dale flavonoidy, které byly vstiebany a nasledné byly

vylouéeny spolecné se Zluéi jako konjugované metabolity. Stfevni mikrobiom se sklada
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pfevdiné z anaerobnich bakterii, produkujicich rizné enzymy, jako jsou glukuronidazy,
esterazy nebo sulfatdzy, které se mohou podilet na metabolickych reakcich [27, 39, 40].
Plisobenim téchto enzymU mikroorganismy produkuji volné flavonoidni aglykony, které
se mohou znovu vstiebat skrze enterohepatdlni obéh nebo jsou rozloZzeny na mensi
slouc¢eniny rozstépenim heterocyklického kruhu. Typ Stépeni kruhu zdavisi na typu
flavonoidu a na rozsahu oxidace heterocyklu. Na zakladé toho vznikaji fenyloctové
a fenylpropionové kyseliny nebo valerolaktony jako degradacni produkty. Ty se
principidlné Iépe absorbuji a dosahuji vyssich plazmatickych koncentraci nez parentni
flavonoidy. Fenylkarboxylové kyseliny podléhaji dalsSimu bakteridlnimu rozkladu
a enzymatickym prfeménam v télesnych tkanich, v disledku toho se fenylpropionové
kyseliny oxiduji na kyseliny benzoové [27, 39]. Pfedpoklada se, Ze tyto vzniklé katabolity
s niz§i molekulovou hmotnosti odrazeji fyzikalni uc¢inek svych matefskych flavonoidnich

sloucenin [43].

Biologicka dostupnost je klicovym faktorem urcujicim biologickou aktivitu
flavonoidu in vivo. Konjugace ovliviiuje vlastnosti flavonoid(, jako je velikost, hmotnost,
naboj a hydrofobicita, coz muiZe ovlivnit rozpustnost a schopnost prochazet
membranami, stejné tak jako rychlost vylucovéani, a tedy polocas v plazmé. Také
enterohepatalni cirkulace pfispiva k zvySeni plazmatické hladiny a polocasu flavonoida.
Bylo prokazano, zZe flavonoidy ovliviiuji zastoupeni bakterii ve stfevé a tim ovliviiuji svij
vlastni metabolismus a biodostupnost. To naznaduje, Ze dietni flavonoidy mohou
pUsobit jako prebiotikum pro stfevni mikrobiom [27, 40, 41].
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Obr. 14: Potencialni mista biotransformace a stépeni kruhu flavonoidli — prevzato a
upraveno [27].
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LPH: laktaza-florizin hydrolaza, CBG: cytosolova B-glukosiddza, SGLT1: sodik-

dependentni glukdzovy transportér 1, CYP450: cytochrom P450.

3.4.6 Antioxidacni a pro-oxidacni pasobeni flavonoid(

Flavonoidy, které jsou soucdsti lidské stravy, disponuji rdznymi biologickymi

ucinky. Nepochybné nejzkoumanéjsi je jejich antioxidacni aktivita, ktera byla dolozena

nékolika epidemiologickymi a in vitro studiemi

[29, 44]. Vystaveni organismu

nadmeérnému oxidacnimu stresu vede k destrukci biomolekul a nachylnosti ke vzniku

chronickych onemocnéni. Bunky vyuzivaji rizné zplsoby a enzymatické systémy, aby

zabranily oxida¢nimu poskozeni zplsobenému nadmérnym mnozstvim volnych radikald.

V nékterych situacich je kapacita endogennich antioxidacnich systému pretizena.

V téchto pripadech pak mohou buriky vyuzit exogenni antioxidanty dodavané ve strave,

jako jsou vitaminy, karotenoidy a flavonoidy [18]. Pfiéemz flavonoidy jsou nejvice

zastoupené antioxidanty v bézné stravé [45].
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Mechanismy antioxidacniho plsobeni jsou rozsahlé, Ffadime zde pfFimé
vychytavani ROS, aktivaci antioxida¢nich enzym(, chelataci kov(, redukci
a-tokoferylovych radikall, inhibici oxiddz, zmirnéni oxidacniho stresu zplsobeného
oxidem dusnatym, zvySeni hladiny kyseliny mocové a zvyseni antioxidacnich vlastnosti
nizkomolekularnich antioxidant(. Flavonoidy jsou schopny vychytavat volné radikaly,
jako jsou superoxidové, peroxylové, alkoxylové a hydroxylové, a to pfimo donaci
vodikovych atomU. Radikaly se poté stavaji neaktivnimi za vzniku stabilni chinonové

struktury (Obr. 16) [44, 46].

OH o
OH R RH OH
Fi FI
FI-OH FI-0°
o} lo)
OH bRH o
Fl FI
FI-O' Fl-quinone

Obr. 16: Vychytavani reaktivnich forem kysliku flavonoidy [46].

R*: volny radikal, reaktivni forma kysliku, FI-O*: flavonoidni radikal, ktery muze

reagovat s druhym radikalem za vzniku stabilni chinonové struktury.

Schopnost primo vychytavat radikaly zavisi na strukture a substituentech daného
flavonoidu. Hlavnimi poZadavky jsou pfitomnost katecholové struktury (ortho-dihydroxy
skupina) v kruhu B a 2,3-dvojna vazba v konjugaci s 4-oxo skupinou v kruhu C. Takové
rozloZeni zajisti delokalizaci elektront. DUlezité jsou také hydroxy skupiny v poloze C3
a C5. Dalsi hydroxylova skupina v kruhu B dale zvySuje vychytavaci aktivitu. Naopak
pfitomnost pouze jedné hydroxy skupiny v kruhu B tuto aktivitu sniZuje, stejné jako

odstranéni nebo glykosylace 3-hydroxylové skupiny na kruhu C [44, 46].

Flavonoidy dale také inhibuji enzymy, které se podileji na vzniku volnych radikald.
Mezi tyto enzymy fadime xantinoxiddzu, proteinkindzu C, mitochondrialni

sukcinoxiddzu, NADPH-oxiddzu, cyklooxygendzu a lipooxygenazu [44, 46].
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K antioxida¢nim vlastnostem pfispiva i jejich schopnost ucinné chelatovat ionty kovu.
Volné Zelezo a méd se podili na tvorbé toxickych radikdld. Flavonoidy tvofi stabilni
komplexy stémito kovy a zabranuji tak jejich pro-oxidaénimu plsobeni [47].
Antioxidacni aktivita flavonoidu in vivo neni dostatecné zdokumentovana. Obecné plati,
Ze v prlibéhu metabolismu se tato aktivita snizuje, avSsak metabolity jsou stale schopny

podilet se na antioxida¢nim ucinku [18].

Stejné jako jiné antioxidanty mohou i flavonoidy mit za urcitych okolnosti
pro-oxidacni ucinek. Jejich vlastnosti zavisi predevSsim na koncentraci, ve vysSich
koncentracich se mohou chovat jako pro-oxidanty. Tyto jejich pro-oxidacni ucinky se
nasledné mohou projevit in vivo, pokud se do oxidacnich proces( zapoji volné ionty
pfechodnych kov(l. Flavonoidy jsou vedle chelatace schopny také redukovat ionty
prechodnych kovd, jako je Zelezo a méd), které poté katalyzuji vznik iniciacnich radikald.
Ve zdravém téle jsou ionty kov( zvétSi Casti vazany na bilkoviny (napf. ferritin)
a neucastni se tak radikalovych reakci. Pokud vsak dojde k poSkozeni tkani, ionty kovl
se mohou uvolfiovat a podporovat tak pro-oxidacni pasobeni. Tyto pro-oxidacni ucinky
byvaji nezadouci, ale mohou byt i prospésné, napriklad pfi indukci apoptdzy nddorovych

bunék [18, 46].

3.5 Testované latky

Fenylpropionové kyseliny vznikaji degradaci polyfenold enzymy stievni
mikrofldry. Tyto metabolity se ndsledné mohou lépe vstiebavat, v disledku ¢ehoz jsou
nalezeny mimo stolici i v plazmé a moci. Nélez degradacnich produktd flavonoid(
v plazmé vede k otdzce, zda jsou fyziologicky relevantni, nebo je Ize povaZovat pouze za
biomarkery stravy bohaté na polyfenoly [48, 49]. Strukturné se jednd o organické

slouceniny obsahujici benzenové jadro konjugované s kyselinou propionovou [50].

3-fenylpropionova kyselina je monokarboxylova kyselina substituovana fenylem

v poloze 3 (Obr. 17) [1]. Jednd se o hlavni fenolicky degradacni produkt pro naringin [48].
U lidi byla pozorovana jako katabolit tlustého stfeva po konzumaci malin [51]. Bylo také

zjisténo, Ze mlze podporovat rist rdznych kmen( bakterie Escherichia coli [52].
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OH

Obr. 17: 3-fenylpropionova kyselina.

3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina se od predeslé slouceniny lisi navic

substituci OH-skupiny na C3 na fenylovém jadre (Obr. 18). Nachdazi se jako obsahova
latka napfriklad v rostliné Ginkgo biloba [1]. Byla identifikovdna jako hlavni koncovy
produkt metabolismu kyseliny chlorogenové a rutinu, kde vznikd dehydroxylaci
z kyseliny 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionové v poloze 4 fenylového kruhu [48]. Jednd se
o znamy metabolit rozkladu flavonoll, flavanoll, flavanonl a hydroxycinnamatd
v tlustém strevé [49]. U kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové byl prokdzan silny
vazodilatacni efekt. Po jejim podani byl pozorovan okamzity pokles krevniho tlaku
souvisejici s pfimymi vazodilatacnimi ucinky, které jsou zaloZeny na perifernim ptsobeni
na cévni recisté a jsou zavislé na oxidu dusnatém [53]. Také mUZe podporovat rlst E. coli

[52].

HO
OH

Obr. 18: 3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina.

3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina ma OH-skupinu navazanou v poloze 4

fenylového substituentu (Obr. 19). Mzeme ji pojmenovat také jako kyselina floretova
[1]. Nachazi se v ¢ernych olivach, kde vykazuje antioxidac¢ni ucinky [54]. Mimo to se

jednd o degradacni produkt naringinu [48]. Jeji vznik byl pozorovan také pfi plsobeni
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lidské stfevni mikrobioty na C-glykosid vitexin a flavon apigenin [55]. Soucasné byla

detekovana jako kolonicky metabolit katechinu [56].

OH

HO

Obr. 19: 3-(4-hydroxyfenyl)propionova kyselina.

3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionovd kyselina se vyznacCuje dihydrosubstituci

v polohdch 2 a 4 na fenylovém zbytku navdzaném na propionové kyseliné (Obr. 20) [1].
V minulosti byla izolovana napftiklad z listd a plodd Ficus carica [57]. Také se jedna
o metabolit vznikajici pfi kolonickém metabolismu flavonoid( luteolinu, naringeninu

a myricetinu [58].

OH

HO

Obr. 20: 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina.

3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovd kyselina (Obr. 21), trividlnim ndazvem

dihydrokdavova kyselina, je metabolit kdvové kyseliny [1]. Strukturné se podobad
dopaminu. Nachazi se v kavé, olivach a dale napriklad v rostliné Matricaria recutita.
Soucasné vznika v tlustém stfevé jako metabolit epikatechinu a katechinu [58].
Analyzovana byla i jako produkt metabolismu C-glykosidu homoorientinu a flavonu

luteolinu [55]. Vyznacuje se fadou zdravi pfiznivych Gcinkd, jako je antimikrobni

.....
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[59]. Protizanétlivé ucinky jsou vysvétleny snizenim produkce prozanétlivého
interleukinu IL-6 inhibi¢ni metylaci DNA [60]. U dihydrokdvové kyseliny byly taktéz
pozorovany vazodilataéni ucinky, avSak pfi podani ve vyssi koncentraci v porovnani

s kyselinou 3-(3-hydroxyfenyl)propionovou [53].

HO
OH

HO

Obr. 21: 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina.

3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova kyselina ma 2 hydroxy skupiny navdzané na

fenylovém jadre v polohach 3 a 5 (Obr. 22) [1]. Jedna se o metabolit alkylresorcinold,
nachdzejicich se ve vyznamné mire v celozrnné psenici a Zitu. Pfijem téchto celozrnnych
obilovin souvisi s vylu¢ovanim 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionové kyseliny v moci, proto
muzZe slouzit jako jejich biomarker [61]. Zaroven je také mikrobidalnim metabolitem

epigalokatechin-galatu, ktery se vyskytuje v listech zeleného caje [62].

HO
OH

OH

Obr. 22: 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova kyselina.

3-(3-hydroxyfenyl)-3-hydroxypropionova kyselina je dihydroxymonokarboxylova
kyselina (Obr. 23) [1]. Byla nalezena ve vyznamné vyssi koncentraci u déti s poruchou
autistického spektra. Pravdépodobné pochdzi z naruseného metabolismu fenylalaninu

pfemnozZenou stfevni mikroflérou, napf. druhy rodu Clostridium [63]. Také byla
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detekovdna jako metabolit v lidské moci po konzumaci flavan-3-ol(i ze zeleného caje

[64].

HO
OH

Obr. 23: 3-(3-hydroxyfenyl)-3-hydroxypropionova kyselina.

3-kumarova kyselina je hydroxyderivat kyseliny skoficové (Obr. 24). Ma

navazanou hydroxyskupinu v poloze meta a oproti ostatnim testovanym latkam
obsahuje navic dvojnou vazbu (je to tedy prop-2-enova kyselina). Nachazi se naptiklad
v rostliné Rubus idaeus [1]. A soucasné je jednim z koncovych metabolitl nejbéznéjsiho

flavonoidu kvercetinu. Ve vyssi koncentraci vykazuje urcité vazodilata¢ni Gcinky [53].

HO X
OH

Obr. 24: 3-kumarova kyselina.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material a pomucky

4.1.1 Chemikalie

e chlorid Zelezity (FeCls) (Sigma-Aldrich, Némecko)

e testované latky

O

(@)

o

kyselina 3-fenylpropionova

kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova

kyselina 3-(4-hydroxyfenyl)propionova

kyselina 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova
kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova
kyselina 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova
kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)-3-hydroxypropionova

kyselina 3-kumarova

Vsechny testované latky byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich (Némecko).

e chemikalie pro pfipravu pufrQ

o

O

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

o tris(hydroxymetyl)aminometan (TRIS) (Sigma-Aldrich, Némecko)

o dal¥f l4tky

o

o

kyselina salicylova (Sigma-Aldrich, Némecko)

disodna sl etylendiamintetraoctové kyseliny (Na,EDTA) (Sigma-Aldrich,
Némecko)

peroxid vodiku (H202, 30%) (Sigma-Aldrich, Némecko)

kyselina fosfore¢na (H3POa, 85%) (Sigma-Aldrich, Némecko)

katechol (Sigma-Aldrich, Némecko)

kyselina 2,3-dihydroxybenzoova (2,3-DHBA) (Sigma-Aldrich, Némecko)
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o kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (2,5-DHBA) (Sigma-Aldrich, Némecko)
o trietylamin (Sigma-Aldrich, Némecko)
o kyselina chlorovodikova (HCl, 35%) (Penta, CR)
e rozpoustédla
o metanol (Fisher Chemical, UK)
o acetonitril (Fisher Chemical, UK)
o supercistd voda — ptipravena pomoci pristroje Milli-Q RG (Merck

Millipore, Massachusetts, USA)

4.1.2 Pristroje

e pumpa ESA model 582 (ESA, Massachusetts, USA)

coulometricky detektor Coulochem Il (ESA, Massachusetts, USA)

monolitickd HPLC kolona Onyx C8 — 100 x 4,6 mm (Phenomenex, Kalifornie, USA)

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

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

Némecko)

4.1.3 Pomucky
e mikrostfikacka — 50 uL (Hamilton Company, Nevada, USA)

e automatické jednokanalové pipety — 10-100 ul, 20-200 pl, 100-1000 pl (Brand,

Némecko)

mikrozkumavky — 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)

Spicky k pipetdm o objemu 200 pl, 1000 pl a 5 ml (Eppendorf, Némecko)

zkumavky centrifugaéni— 15 ml a 50 ml (Brand, Némecko)
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4.2 Metodicky postup

4.2.1 Ptiprava zdsobnich roztok
e Roztok Zelezitych iontd (Fe3*)

5mM roztok Fe3* byl pfipraveny rozpusténim prislusného mnozstvi chloridu

Zelezitého (FeCls, My = 162,2 g/mol) v ultracisté vodé.
e Roztok pufru o pH 4,5

Roztok pufru o pH 4,5 byl pfipraveny smisenim vodnych roztok(l octanu sodného
a kyseliny octové. Konkrétné tento acetatovy pufr obsahoval 15mM roztok octanu

sodného a 27,3mM roztok kyseliny octové.
e Roztok pufruopH 7,5
5mM TRIS byl pfipraveny rozpusténim prislusSného mnozstvi TRIS ve vodé.
e Zasobni 5mM roztoky testovanych latek

Zasobni roztoky testovanych kyselin byly pfipraveny rozpusténim pftislusného
mnozstvi dané kyseliny v metanolu. Nasledné byly pfed experimentem naredény

v metanolu na poZadované koncentrace.
e Zasobni 66,67mM roztok kyseliny salicylové

Zasobni roztok byl pfipraveny rozpusténim pfislusného mnozstvi kyseliny salicylové

v metanolu.
e Zasobni 10mM roztoky standard(

Zasobni roztoky standardl (katechol, kyselina 2,3-dihydroxybenzoova a kyselina
2,5-dihydroxybenzoova) byly pfipraveny rozpusténim prislusného mnozstvi jednotlivych

standardd ve vodé.

4.2.2 Priprava pracovnich roztok
e Pfiprava standardu

Standardy byly pfipraveny v mikrozkumavce smisenim 27 pl 10uM roztoku

katecholu, 130 ul 1uM roztoku 2,3-DHBA, 130 pl 1uM roztoku 2,5-DHBA a 713 pl vody.
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e Pfiprava kontrolnich vzork

Kontrolni vzorky byly pfipraveny v mikrozkumavce smisenim 700 ul pufru (pH 4,5
nebo 7,5), 200 pl metanolu, 50 pul 1mM Fe3*, 45 pl 66,67mM Kkyseliny salicylové

v metanolu a 5 ul peroxidu vodiku.
e Pfiprava vzorku testovanych latek

Vzorky byly pfipraveny smisenim 700 pl pufru (pH 4,5 nebo 7,5),
200 pl roztoku testované latky o rtzné koncentraci, 50 pl 1mM Fe3*, 45 ul 66,67mM

kyseliny salicylové v metanolu a 5 pl peroxidu vodiku.

Roztoky testovanych latek k pfipravé vzork( byly pfipraveny ziedénim 5mM
zasobniho roztoku pfislusné kyseliny s potfebnym mnozZstvim metanolu na vysledné

koncentrace 1,25 uM, 2,5 uM, 12,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM, 2,5 mM a 5 mM.

4.2.3 Priprava mobilni faze
e Pfiprava 5mM H3PO4 pufru

V kddince se smisilo 68 ul 85% kyseliny fosfore¢né a 199,932 ml vody. Pfidalo se 10
ml 20mM EDTA ve vodé. Nasledné se pomoci trietylaminu nastavilo pH roztoku na 2,85.

Takto vytvoreny pufr se prefiltroval pomoci aparatury pro vakuovou filtraci.
e Pfiprava samotné mobilni faze

V odmérné bance se smisil pfipraveny H3PO4 pufr s acetonitrilem v poméru 93:7.

Poté se vytvorend mobilni faze ponechala 5 minut v ultrazvukové lazni.

4.2.4 Provedeni experimentu

1. HPLC pfistroj byl nastaveny v izokratickém reZimu s pritokovou rychlosti
1,0 ml/min.
2. Testované latky se v mikrozkumavce naredily v metanolu na tyto koncentrace:

1,25 pM, 2,5 uM, 12,5 pM, 125 pM, 250 pM, 500 uM, 2,5 mM a 5 mM.

3. V mikrozkumavce se pfripravila smés standardl ve vodé, ktera obsahovala 27 pl
10uM roztoku katecholu, 130 pL 1uM roztoku 2,3-DHBA, 130 pL 1uM 2,5-DHBA
a 713 plL vody.
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10.

11.

12.

13.

Nasledné se pomoci Hamiltonové mikrostfikacky aplikovalo 20 ul pfipravené

smési do HPLC pfistroje a zméfila se plocha pik(i standard(i o zndmé koncentraci.
Krok 3 a 4 byl zopakovan trikrat. Vysledné hodnoty plochy pikl se zprimérovaly.

Ptipravily se kontrolni vzorky, které byly slozené z 700 pl pufru o pH 4,5 nebo 7,5;
200 pl metanolu, 50 pl 1ImM Fe3* iont(, 45 pl 66,67mM kyseliny salicylové a 5 pl
30% peroxidu vodiku.

Po pfidani peroxidu vodiku ke smési se spustila Fentonova reakce. Za stdlého

michani pti laboratorni teploté se nechala bézet 3 minuty.

Nasledovala HPLC analyza. Pomoci Hamiltonové stfikacky bylo aplikovano 20 pl
pripravené smési do HPLC pristroje. Zméfila se plocha vznikajicich analytq,
kterymi  byly katechol, kyselina 2,3-dihydroxybenzoova a kyselina
2,5-dihydroxybenzoova.

Kroky 6 aZ 8 byly zopakovany Ctyrikrat. Z vyslednych hodnot byl vypocitan jejich
prameér.

V mikrozkumavkach byly pfipraveny roztoky vzork(, které byly sloZenim
podobné kontrolnim vzorkdm. Rozdil spocival ve vyméné metanolu za roztoky
testovanych latek v metanolu v rliznych koncentracich. Testované vzorky se tedy
skladaly z: 700 ul pufru o pH 4,5 nebo 7,5; 200 ul roztoku testované Ilatky
s pfislusnou koncentraci, 50 pul 1mM Fe3* iont, 45 pl 66,67mM kyseliny

salicylové a 5 ul 30% peroxidu vodiku.

Opét se nechala probéhnout Fentonova reakce po dobu 3 minut. Po probéhnuti
reakce se pomoci Hamiltonové strikacky aplikovalo 20 ul smési do HPLC pfistroje

k analyze. Zméfilo se mnozstvi vznikajicich analyta.

Krok 10 a 11 byl zopakovan tfikrat u vSech koncentraci vSech testovanych

propionovych kyselin. Vysledné hodnoty byly zprimérovany.

Nakonec byly z vyslednych hodnot vytvoreny grafy pro jednotlivé testované
slouceniny s uréenim, které metabolity flavonoid(i a v jaké koncentraci maji

antioxidacni, pripadné pro-oxidacni vlastnosti.

43



4.3 Matematické a statistické vyhodnoceni

Procenta snizeni (antioxidacni ucinek) anebo zvySeni (pro-oxidaéni ucinek)
produkce hydroxylovych radikall byla vypocitana ze souctu koncentraci katecholu,
2,3-DHBA a 2,5-DHBA mezi testovanym vzorkem a kontrolnim vzorkem, ktery obsahoval

namisto testované slouceniny jen rozpoustédlo.

Vysledky jsou prezentovany jako primér + smérodatna odchylka vypocitané podle

x—x)2
vzorce 2 ) .
n-—1

Statistické porovnani produkce hydroxylovych radikal( bylo provedeno pouzitim

testu ANOVA nasledovaného Dunnettovym post-hoc testem.

Grafické a statistické zpracovani bylo provedeno pomoci programu GraphPad

Prism verze 10.0 pro Windows (GraphPad Software, USA).
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5. VYSLEDKY

Vysledné grafy zobrazuji vliv jednotlivych testovanych propionovych kyselin na
Zelezem katalyzovanou Fentonovu reakci pfi dvou hodnotach pH, imitujicich rGizné
prostfedi vorganismu. Hodnota pH 4,5 miZe imitovat kyselé prostfedi v Zaludku
a v horni ¢asti tenkého streva, stejné tak jako pH lysozomu a patologicky snizené pH pfi

ischémii a u nddor(. Naopak hodnota pH 7,5 je blizka fyziologické hodnoté [65].

V grafech mizZzeme pozorovat zmény procentualni produkce hydroxylovych radikalt
oproti kontrolnim vzorkdim. Posun do zapornych hodnot na grafu znaci sniZzeni produkce
hydroxylovych radikald neboli antioxidacni ucinek testované latky. Oproti tomu posun
do kladnych hodnot znamenad zvySeni produkce volnych radikall, a tedy pro-oxidacéni

vlastnosti.

Na Obr. 25 je znazornén vysledek HPLC analyzy standard(. Tyto slouceniny

vznikaly po probéhnuti Fentonovy reakce v rliznych pomérech v testovanych vzorcich.

3001 catechol
=
E 2004
[al]
tuun | 2.3-DHBA
x
K= 2,5-DHBA
= 1004
04 — | -
e e r oyt - e bt
| j
"ID'D L] L] L] ¥
0,0 25 50 15 100 Time (min)

Obr. 25: Vysledek HPLC analyzy standardd.

2,5-DHBA: 2,5-dihydroxybenzoova kyselina; 2,3-DHBA: 2,3-dihydroxybenzoova kyselina
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5.1 Vliv testovanych latek na zelezem katalyzovanou Fentonovu reakci

5.1.1 Vliv 3-fenylpropionové kyseliny

Kyselina 3-fenylpropionovd nevykazala antioxidacni ani pro-oxidacni vlastnosti.
Z grafu nejsou patrné Zadné statisticky vyznamné rozdily v tvorbé hydroxylovych

radikald. Slou¢enina ma tedy neutrdlni vliv na Zelezem katalyzovanou Fentonovu reakci.

100-
-e- pH4.5

-k- pH7.5
50+

% produkce hydroxylovych radikalu
o
a
L}
3
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N
!
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0!
r
g
:'1
.
¥
H—.—?b—l
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)—‘P—‘-H

-100 I 1 I 1
c 1:100  1:10 1:1 10:1

pomér 3-fenylpropionova kyselina:Fe3+

Obr. 26: Grafické znazornéni vlivu 3-fenylpropionové kyseliny na Zelezem

katalyzovanou Fentonovu reakci pfi pH 4,5 a 7,5.

5.1.2 Vliv 3-(3-hydroxyfenyl)propionové kyseliny

Zgrafu je patrné, Ze kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionovda maéa vyrazné
antioxidaéni uUcinky. Pozorujeme, Ze statisticky vyznamny pokles produkce
hydroxylovych radikal(i nastava v obou pH, pricemz vyraznéji se tomu déje v kyselejsim
prostiedi (pokles produkce volnych radikal( jiz od poméru koncentraci 1:100,

kyselina:Zelezité ionty).
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Obr. 27: Grafické znazornéni vlivu 3-(3-hydroxyfenyl)propionové kyseliny na Zelezem

katalyzovanou Fentonovu reakci pfi pH 4,5 a 7,5.

5.1.3 Vliv 3-(4-hydroxyfenyl)propionové kyseliny

Kyselina 3-(4-hydroxyfenyl)propionova neprokazala statisticky vyznamné zmény
v produkci volnych hydroxylovych radikal( v Zzadném z mérenych hodnot pH. Jeji vliv na

Zelezem katalyzovanou Fentonovu reakci je proto neutrdlni.
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Obr. 28: Grafické zndzornéni vlivu 3-(4-hydroxyfenyl)propionové kyseliny na Zelezem

katalyzovanou Fentonovu reakci pfi pH 4,5 a 7,5.
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5.1.4 Vliv 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionové kyseliny

V ptipadé kyseliny 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionové se prokazal jeji antioxidacni

efekt, ale pouze pfi vysokych koncentracich. Statisticky vyznamné rozdily v produkci

hydroxylovych radikalll pozorujeme pfi koncentraénich pomérech 10:1 a 20:1,

kyselina:Zelezité ionty, v obou hodnotdch pH.

antioxidacni
% produkce hydroxylovych radikalu

100-
-o- pH45
-k- pH7.5
50
1 USSR SRSTIRUNS SO p=0.01
! \{ ‘%'_’.’.’ SO ?'? . p<0.05
- -@- -~ \§‘ .
-50= *%-i
-100 | 1 1 1
c 1:100 1:10 1:1 10: 1

pomér 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina:Fe3+

Obr. 29: Grafické zndzornéni vlivu 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionové kyseliny na

Zelezem katalyzovanou Fentonovu reakci pfi pH 4,5 a 7,5.

5.1.5 Vliv 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionové kyseliny

Kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina se ukdzala jako vyrazné

pro-oxidacni. Z grafu je patrny statisticky vyznamny narudst v produkci hydroxylovych

radikald, pfi méfeni v obou pH. Pozorujeme tim vyssi pro-oxidacni vlastnosti, ¢im vyssi

je koncentrace kyseliny ve vzorku.
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Obr. 30: Grafické znazornéni vlivu 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionové kyseliny na

Zelezem katalyzovanou Fentonovu reakci pfi pH 4,5 a 7,5.

5.1.6 Vliv 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionové kyseliny

U této kyseliny nebyl prokazan ani antioxidac¢ni ani pro-oxidacni uUcinek. Pfi
vyhodnocovani nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v Zadné z mérenych

koncentraci, v obou pH.
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Obr. 31: Grafické znazornéni vlivu 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionové kyseliny na

Zelezem katalyzovanou Fentonovu reakci pfi pH 4,5 a 7,5.
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5.1.7 Vliv 3-(3-hydroxyfenyl)-3-hydroxypropionové kyseliny

Ani v pfipadé této kyseliny nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v tvorbé
volnych radikal(. Kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)-3-hydroxypropionova ma na jejich tvorbu

neutralni vliv.
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Obr. 32: Grafické zndzornéni vlivu 3-(3-hydroxyfenyl)-3-hydroxypropionové kyseliny na

Zelezem katalyzovanou Fentonovu reakci pfi pH 4,5 a 7,5.

5.1.8 Vliv 3-kumarové kyseliny

Posledni testovanou latkou byla kyselina 3-kumarovad, kterd prokazala neutralni
vliv na produkci hydroxylovych radikala. V Zzadné z testovanych koncentraci v obou pH

se neukazaly statisticky vyznamné rozdily.
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Obr. 33: Grafické znazornéni vlivu 3-kumarové kyseliny na Zelezem katalyzovanou

Fentonovu reakci pti pH 4,5 a 7,5.
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6. DISKUZE

Flavonoidy jsou sekundarni rostlinné metabolity, majici polyfenolovou strukturu.
Jako obsahové latky rostlin jsou ptijimany v potravé, hojné se vyskytuji naptiklad v ovoci,
zeleniné a rostlinnych napojich. Jsou spojovany s fadou zdravi pfiznivych Gcinkd, jako
jsou protizanétlivé, protinddorové nebo kardioprotektivni vlastnosti [29, 32]. Mnoho
epidemiologickych studii naznacuje souvislost mezi dlouhodobym pfijmem flavonoidu
a snizenym rizikem kardiovaskularnich a neurodegenerativnich onemocnéni. Tento
ochranny ucinek Ize pfisuzovat jejich antioxidacni aktivité a schopnosti vychytdvat volné
radikaly. Jsou to nejvice zastoupené antioxidanty v béZzné stravé. Antioxidacni pasobeni
mUze byt vysvétleno nékolika mechanismy: pfimé vychytavani ROS, inhibice tvorby ROS
prostfednictvim chelatace kov(, interakce s rlznymi antioxidacnimi enzymy nebo

inhibice radikdlotvornych enzyma [27, 29, 45].

Bylo v3ak prokazano, Ze flavonoidy mohou mit za urcitych podminek i pro-oxidacni
ucinky. Béhem Fentonovy reakce dochazi ke vzniku hydroxylového radikalu z peroxidu
vodiku za soudasné oxidace Zeleznatych iontl na Zelezité. Zpétnou redukci Fe3* na Fe?*
mnoiZstvi katalyzatoru a zintenzivnéni Fentonovy reakce. Nicméné ve zdravém
organismu se ionty kovl vyskytuji prevainé ve vazané formé a nejsou tak schopny
katalyzovat reakce volnych radikald. Pfi poSkozeni tkani, napfiklad pfi aterosklerdze, se

vSak mohou uvoliiovat a podporovat oxidacni stres [46, 65].

Mnoho aktivit flavonoid bylo stanoveno pomoci in vitro nebo ex vivo metod.
V téchto testech se vSak nezohlednuje jejich biologicka dostupnost a biotransformace
v lidském téle [27]. Z celkového pfrijatého mnozZstvi flavonoidl se do krevniho fecisté
dostane jen velmi malé mnozstvi, naopak rozsahla vétsina je metabolizovana stfevnimi
bakteriemi za vzniku malych fenolickych molekul. Bylo zjisténo, Ze mikroorganismy
v tlustém stfevé maiji klicovou ulohu pfi preméné flavonoid(i na fenolické kyseliny. Tyto
metabolity se nasledné mohou vstiebavat, a tedy mohou mit potencidlni biologické

Gginky [39, 42].

Cilem této diplomové prace bylo stanovit vliv propionovych kyselin, které vznikaji

pravé jako metabolity v pribéhu degradace flavonoid(i ve stfevech, na vychytavani
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volnych radikall a urdit tak jejich antioxidacni nebo pro-oxidacni vlastnosti. Pro priibéh
experimentu byl zvolen model Fentonovy reakce, pfi které vznikaji hydroxylové radikaly.
Vznikly radikal muize byt zachycen kyselinou salicylovou, kterd podléha hydroxylaci
s naslednym vznikem tfi reakénich produktd: katechol, 2,3-DHBA a 2,5-DHBA. Tyto

produkty Ize nasledné detekovat pomoci HPLC [65, 66].

Zjistilo se, Ze dvé ztestovanych latek prokazaly antioxidacni vlastnosti a byly
schopny snizit mnoZstvi vznikajicich hydroxylovych radikdll. Konkrétné se jednalo
o kyselinu 3-(3-hydroxyfenyl)propionovou a kyselinu
3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionovou, pficemz kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova
byla o néco aktivnéjsi. Pfi pH 4,5 vyrazné snizila mnoZstvi vznikajicich hydroxylovych
radikdll jiz od koncentraéniho poméru 1:100 (kyselina:Zelezité ionty). Oproti tomu
pouze 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina vykazala pro-oxidacni ucinek a zvysila

mnozstvi vznikajicich radikal( pfi obou testovanych hodnotach pH.

Na zakladé vysledkli naseho méreni mlzeme usoudit, Ze ktomu, aby latky
vykazovaly antioxidacni nebo pro-oxidacni Ucinky, je nutna pritomnost alespon jedné
hydroxy skupiny na benzenovém jadfe, nebot 3-fenylpropionova kyselina, ktera
obsahuje nehydroxylované aromatické jadro byla neutralni pfi obou hodnotach pH.
K stejnému vysledku dosli v praci od Chen et al. (2020), kde byla testovana antioxida¢ni
aktivita kolonickych metaboliti katechinu a epikatechinu pomoci nékolika test(, a to
metodou zalozenou na vychytavani stabilniho volného radikalu
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH®), metodou fungujici na principu zhaseni radikalu
ABTS*® (2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfondt) a metodou FRAP
(ferric reducing antioxidant power), ktera je zaloZena na principu redoxni reakce. At uz
kyselina benzoova, fenyloctova, tak také fenylpropionova, které nemaji hydroxy skupinu
na benzenovém kruhu, nevykazaly antioxidaéni ucinek ani v jedné z testovanych metod
[67]. K podobnému zavéru dospéli také v studii od Sroka et al. (2003), v které testovali
schopnost nékolika fenolickych kyselin vychytavat volné radikaly. Zavérem této prace
bylo, Ze antioxidaéni aktivita pozitivné koreluje s poctem hydroxylovych skupin
navazanych na aromaticky kruh [68]. Stimto zavérem mulzZeme souhlasit, ale jen
Castecné. Ackoliv se udavd, Ze pocet hydroxy skupin v molekule fenolickych kyselin

zvysuje jejich antioxidacni aktivitu, tak v pripadé naseho experimentu to potvrzeno
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nebylo. Jako priklad Ize uvést, Ze kyseliny s dvéma OH skupinami, liSici se polohou
substituce na fenylovém zbytku, vykazovaly rozdilné vysledky: kyselina
3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionovd se ukdzala jako antioxidacni,  kyselina
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovd se ukdzala jako pro-oxidaéni a kyselina

3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionovad méla neutralni vliv na Fentonovu reakci.

Zda se tedy, Ze pro antioxidacni ucinek je daleko dulezitéjSi umisténi substituce
hydroxylovych skupin na aromatickém jadfe nez jejich celkovy pocet. V nasem testu
vysla jako nejucinnéjsi antioxidant kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionovd, ktera ma
hydroxylovou skupinu umisténou v poloze meta. To je v souladu se studii od Mansouri
et al. (2005), ktera zkoumala aktivitu benzoovych a skoficovych kyselin a jejich
hydroxylovanych derivatd pfi vychytavani peroxidu vodiku. Ten je sice biologicky
vyznamna neradikdalova sloucenina, kterd muze vznikat v tkanich oxidacnimi procesy, ale
také se mlze preménit na vysoce reaktivni hydroxylovy radikal, pti katalyze ionty
prechodnych kov( [69]. Pokud byla substituce hydroxylové skupiny posunuta do polohy
para, jako je tomu u 3-(4-hydroxyfenyl)propionové kyseliny, doslo k Uplnému vymizeni

antioxida¢niho pUsobeni a vysledek byl neutralni.

S vysledky prace od Mansouri et al. (2005) se shodujeme i vtom, Ze nenasycenost
postranniho fetézce negativné ovliviiuje schopnost vychytavat volné radikaly [69].
Zatimco kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionovd ukazala nejvy$si snizeni produkce
hydroxylovych radikali, tak v ptipadé kyseliny 3-kumarové, ktera se |isi pravé
pritomnosti dvojné vazby v postrannim fetézci, bylo pisobeni neutralni. Stejné tak méla
na ucinek negativni vliv hydroxylace postranniho fetézce, jako je tomu

u 3-(3-hydroxyfenyl)-3-hydroxypropionové kyseliny, kde bylo ptisobeni také neutraini.

Antioxidacni aktivitu Ize zkoumat na zakladé riznych testl, jejichz vysledky se
nemusi shodovat. Z toho vyplyva, Ze antioxidacni vlastnosti se mohou liSit v zavislosti na
pouzité metodé a podminkach [70]. Napfiklad kyselina
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovd je na zakladé nékolika studii oznacovana jako
antioxidacni latka, ackoliv v naSem experimentu ukdazala pro-oxidacni vliv. Studie
provedena Silvou et al. (2000) dokonce prokazala vyssi antiradikdlovy ucinek nez
u tokoferolu, ktery byl pouzit jako referencni latka pfi méreni DPPH® metodou [71].

Stejné tak vyzkum Zhou et al. (2014) zaloZzeny na metodé ABTS* prokazal kyselinu
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3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovou jako antioxidacni [72]. Zde je ale nutné zminit, Ze
biologicka relevance pouzitych syntetickych stabilnich radikal(i (DPPH® a ABTS**) neni
jasnd a studie, které je pouzivaji mizou zméfit jen antioxidacni, ale ne pro-oxidacni
ucinky. To by vysvétlovalo i zavér experimentu publikovaného Siquetem et al. (2005),
ktery se zaméfil na stanoveni pro-oxida¢niho chovani polyfenolickych latek pfi oxidaci
2'-deoxyguanosinu Fentonovou reakci za nepfitomnosti kyseliny askorbové. Ze
ziskanych vysledk( vyplynulo, Ze slouceniny obsahujici ortho-dihydroxy usporadani maji
vysSi pro-oxidacni aktivitu nez pyrogallolové slouceniny. Pro-oxidacni ucinek se dal
ocekavat vidy, kdyZz se na tvorbé Skodlivych radikal( podilely prechodné kovy spolu
s katecholovou skupinou ve struktufe testovaného polyfenolu. Zda se tedy, ze
katecholova struktura hraje dulezitou roli v redukéni schopnosti latek vici Zelezitym
iontim [73]. A to soucasné odpovida naSim vysledkim méreni, kde kyselina
3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionovd, kterd ma jako jedind ve své strukture
ortho-dihydroxy skupinu, méla zaroven jako jedind pro-oxidacni ucinek pfti Zelezitymi

ionty spousténé Fentonové reakci.

Celkové je mozné uvést, Zze pocet hydroxylovych skupin navazanych na aromaticky
kruh a jejich poloha jsou pravdépodobné nejdllezitéjsimi, nikoli vSak jedinymi faktory
ovlivAujicimi antioxidaéni a pro-oxidacni ucinky fenolickych kyselin. Zaroven je limitaci
nasi studie in vitro metoda, ktera sice pouziva biologicky relevantni Fentonovu reakci,
ale v redlnych podminkach lidského téla mizou byt Gcinky zkoumanych latek ovlivnéné

napfiklad pfitomnosti jinych antioxidanta.
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7. ZAVER
V této diplomové praci byl mérfen vliv osmi propionovych kyselin na produkci

hydroxylovych radikal(i z Fentonovy reakce. Jako katalyzator byly vybrany Zelezité ionty

a méfeni probihalo ve dvou (pato)fyziologicky vyznamnych hodnotach pH.

Dvé testované latky prokazaly antioxidaéni  vlastnosti,  konkrétné
3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina a 3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina.
Pricemz kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova se ukdzala jako efektivné;jsi pfi snizeni
tvorby volnych radikald (pfi pH 4,5 sniZzovala jejich tvorbu jiZz od koncentracniho poméru
1:100 a ptfi pH 7,5 od poméru koncentraci 1:1) oproti kyseliné
3-(2,4-dihydroxyfenyl)propionové, ktera své antioxidac¢ni vlastnosti projevila az
v ndsobné vyssi koncentraci (v obou hodnotach pH od koncentraéniho poméru 10:1,

kyselina:Zelezité ionty).

Naopak kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propionova se ukdzala jako vyrazné
pro-oxidacni latka, tedy latka zvysujici tvorbu hydroxylovych radikal(. Pfi méfeniv obou

hodnotach pH vykazovala ndrst tvorby volnych radikall se zvySujici se koncentraci.

Ostatni testované kyseliny mély na Zelezem katalyzovanou Fentonovu reakci

neutralni vliv.

Méreni probihalo HPLC metodou, tedy v in vitro podminkdach. Chovani latek v in vivo
podminkach mlze byt odlisné a je tedy nutné v pfipadé pouZiti danych latek v klinické

praxi nejdfive ovéfit jak jejich uc¢innost, tak také moznou toxicitu.
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8. SEZNAM ZKRATEK

2,3-DHBA
2,5-DHBA
4CL
ABC
ABTS**
ADT
ANS
ATP
BCRP
C4H
CBG
CoA
CoOMT
CYP450
DFO
DFP
DFR
DFX
DMT1
DPPH*®
F3H

FLS

FNS

FPN

2,3-dihydroxybenzoova kyselina
2,5-dihydroxybenzoova kyselina
4-kumarat-CoA-ligaza

ATP binding casette, ABC transportér
2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat
arogenat-dehydratdza
anthokyanidin syntaza
adenosintrifosfat

protein rezistence vici rakoviné prsu
cinamat-4-hydroxylaza

cytosolova B-glukosidaza

koenzym A
katechol-O-metyltransferaza
cytochrom P450

deferoxamin

deferipron

dihydroflavonol reduktdza
deferasirox

divalent metal transporter 1
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
flavanon-3-hydroxylaza

flavonol syntaza

flavon syntaza

ferroportin
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FRAP
GPx
HEPC
CHI
CHS
IFS
IL-6
LPH

MRP

RNS

ROS
SGLT1
SOD
SULT

Tf

TfR (1, 2)

UGT

ferric reducing antioxidant power
glutathionperoxidaza

hepcidin

chalkon isomeraza

chalkon syntaza

isoflavonoid syntaza

interleukin 6

laktaza-florizin hydroldza

protein multirezistence
fenylalanin amoniakalni lyaza
P-glykoprotein
prefenat-aminotransferaza
retikuloendotelovy systém
reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku
sodik-dependentni glukézovy transportér 1
superoxiddismutaza
sulfotransferaza

transferrin

transferrinovy receptor (1, 2)

uridin-5'-difosfat glukuronyltransferaza
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