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1 UvVOD

Hledanim a izolaci novych latek ¢i extrakti pfirodniho ptivodu, které by vykazovaly
vhodné biologické ulinky (napf. antioxidacni, antiagregacni, antifungalni, popf. majici
schopnost ovliviiovat déleni bunék apod.) se zabyvaji vyzkumné tymy po celém svété. Casto
jsou hledany takové latky, popt. rostlinné extrakty, které maji vyrazny antioxida¢ni uc¢inek a
které zaroven disponuji jinymi, terapeuticky vyuzitelnymi U¢inky napf. antiagregacni
aktivitou. Tyto latky by navic mély byt bezpecné z toxikologického hlediska pii bézném
uzivani. V poslednich letech se zvySuje mnozstvi poznatkii a Groven znalosti o uloze
antioxidantli pii oxidacnim stresu u Zzivych organismli. Kromé celé fady endogennich
antioxidanti (koenzym Q, kyselina mocova, glutathion atd.) se do oblasti zajmu dostavaji
zejména piirodni antioxidanty, pfijimané potravou. Jednak jsou to antioxida¢ni vitaminy
(kyselina askorbova, karotenoidy, tokoferoly) a potom zejména polyfenolické slouceniny
flavonoidy, fenolické kyseliny a katechiny (kondenzované ttisloviny, proanthocyanidiny).
Tyto latky se bézn€ nachéazeji v ovoci a zelening, zeleném caji a v celé fadé 1éCivych rostlin a
jsou zkoumdény z diivodu potencionalniho vyuziti v prevenci a terapii tzv. civiliza¢nich
chorob. Klinické a epidemiologické studie poukazuji na vztah mezi piijmem polyfenoli a
prevenci nckterych onemocnéni vcetné rakoviny, kardiovaskuldrnich chorob, nékterych
degenerativnich chorob ¢i procesu starnuti. Navic jsou polyfenoly zndmé svoji schopnosti

w1

krve, aterogenezi (BALASUNDRAM N., 2006; BRAVO L., 1998).

Vétsina aktivnich latek je pfijimana v potravé ve smeési s ostatnimi latkami, které mohou
pusobit jak synergicky, tak inhibicné. ZjiStovani jejich antioxidacni aktivity a dalSich
biologickych aktivit (napf. antiagregacni) miize pomoci Iépe pochopit jejich mechanismus
ucinku v zivém organismu. Je ovSem nutno dodat, ze zjiSténé biologické aktivity in vitro
jesteé nemuseji nutné odpovidat aktivité in vivo. Tyto latky podléhaji pti pfijmu potravou
v travicim traktu metabolickym zménam a mira jejich u¢inku mize byt tak zna¢né ovlivnéna
resorpei a dal$im metabolismem. Informaci o biodostupnosti a farmakokinetice téchto latek

je stale nedostatek a jsou proto pfedmétem intenzivniho studia.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Antioxidanty, volné radikaly

V poslednich letech bylo ziskdno mnoho doklada o tom, Ze v organismu bézn¢ vznika fada
reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species — ROS) a reaktivnich forem dusiku
(reactive nitrogen species — RNS) a Ze tyto latky maji znacny fyziologicky i patogeneticky
vyznam. Jde o latky, které pohotové reaguji s riznymi biologickymi strukturami — mastnymi
kyselinami a lipidy, aminokyselinami a proteiny, mononukleotidy a polynukleotidy
(nukleovymi kyselinami) 1 stadou nizkomolekuldrnich metaboliti, koenzymt a jinych
soucasti zivé hmoty. Diky tomu se staly vyznamnymi prostiedniky pfenosu energie, faktory
imunitni ochrany a signdlnimi molekulami bunééné regulace. Za urcitych okolnosti vSak
pusobi jako toxické latky a jako dezinformacni agens, které jsou schopny organismus

poskodit a dokonce ho 1 usmrtit.

Pokud atom nebo molekula (at’ uz neutralni nebo jako ion) obsahuje alespon jeden orbital
s neparovym elektronem, ¢astice se nazyva volny radikal. Kaskada reakci iniciovana radikaly
vede k naslednym zméndm ve strukture bunék, poSkozeni celych tkédni, organii a dilezitych
funkci organismu. Jejich role v patogenezi rtiznych chorobnych stavi je vSak do zna¢né miry
proménlivd a mnohdy nedostatecné objasnéna. VSeobecné se predpokladd, ze pro spravnou
funkci biologickych systému je nutné udrzet rovnovahu mezi tvorbou a zanikem reaktivnich
forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS). K tomu, aby organismus zachoval oxidoredukéni
rovnovahu a zamezil zvySené tvorbé ROS a RNS vyuziva riznych mechanismt. Tyto
mechanismy umoziuji vychytavat jiz existujici ROS (RNS) endogennimi a exogennimi
antioxidanty (tzv. “scavengery‘), zamezovat novotvorb¢ radikald regulaci enzymi, vyuzivat

podpory antioxidagnich enzymii nebo inaktivovat piechodné kovy (STIPEK S., 2000).



2.1.1 Endogenni antioxidanty

K hlavnim antioxida¢nim enzymiim patii superoxiddizmutasy (SOD), glutathionperoxidasy
(cGPx, PHGPx), glutathiontransferasy (GSH), katalasy (KAT). Superoxiddizmutasy

urychluji pfeménu superoxidu na dioxygen a peroxid vodiku.

20, +2H" > H,0, + 0,

Glutathionperoxidasy maji za Ukol odstrafiovat intracelularni hydroperoxidy. Cytosolova
GSH-gluthathionperoxidasa  (cGPx), rozkladd hydroperoxidy mastnych kyselin,
fosfolipidhydroperoxid-GSH-peroxidasa (PHGPx) redukuje fosfolipidové hydroperoxidy na
neSkodné hydroxyderivaty pfimo v membrandch. Glutathiontransferasy piisobi v cytosolu,
katalyzuji konjugaéni reakei, pii které je -SH glutathionu navazana na elektrofilni organickou
latku (napf. xenobiotikum) a tim vyznamné chrani organismus pted nasledky peroxidace

lipidt. Katalasa katalyzuje dizmutaci peroxidu na dioxygen a vodu.

2H,0, >2 H,0+0,

Jako kofaktory antioxidacnich enzymii se uplatituji nékteré stopové prvky napt. selen, zinek

nebo méd’ (STIPEK S., 2000).

Rada proteinti lidského téla je schopna véazat prechodné prvky (trojmocné Zelezo,
jednomocnou méd’) a ménit jejich oxidacné-redukeni vlastnosti tak, Ze tyto prvky piestanou
katalyzovat radikalové reakce. V tomto smyslu se mezi antioxidanty fadi transferin v plazmé,
laktoferin polymorfonuklearnich leukocytii, ceruloplazmin v plazmé, haptoglobin vézajici
zelezo z erytrocytli, albumin. Tyto proteiny patiici mezi vysokomolekuldrni endogenni
antioxidanty pevné vazi zelezo ve form¢ Fe(IIl) nebo meéd’ ve form& Cu(l) a zabranuji tak

jejich ucasti pii Fentonové (Haberovo-Weissova) reakci, pifi které vznikd vysoce toxicky
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H,0,+ Fe*' — HO + OH + Fe’"

hydroxylovy (OHe) radikal. Tranzitni kovy se vyznamné ucastni vzniku reaktivnich forem
kysliku, jen pokud nejsou vézany v bezpecnych depozitnich forméch. Reaktivitu volnych
radikalt vyznamné ovliviiuji téz thiolové skupiny nékterych proteini (napt. metalothieny,
proteiny obsahujici mnoho cysteinli), které hraji vyznamnou roli v bunécném jadre.
Prostiednictvim siry chelatuji ionty kovl. Pfi oxidacnim stresu se zvySuje jejich syntéza.
Posledni studie, také hovoii o reparacni tloze chaperoni. Tyto proteiny maji zfejmé
schopnost rozeznat oxidaci poSkozené jiné proteiny, navazuji je na sebe a urychluji jejich

odstranéni v proteosomech (STIPEK S., 2000).

K dal$im obrannym mechanismiim organismu patii
o Obriazek 1 Priklad antioxida¢niho ¢inidla:
nizkomolekuldrni endogenni antioxidanty. Do této . .
kyselina mocova

skupiny lze tadit askorbat (vitamin C), a-tokoferol

OH
(vitamin E), ubichinon/ubichinol (koenzym Q),
karotenoidy a vitamin A, thioly a bisulfidy,
o . N7 N
bilirubin, kyselinu lipoovou, kyselinu mocovou a | |
melatonin. Nizkomolekularni endogenni NN
antioxidanty vétSinou pilisobi jako tzv. ,lapace® HO N H OH

volnych radikdlii. Vitamin C je kofaktorem enzymt pii syntéze kolagenu a pii pfeméné
dopaminu na noradrenalin. M4 schopnost redukovat Fe(IIl) na Fe(Il) a Cu(II) na Cu(I), ¢imz

umoziuje vstiebadvani Zeleza ze stfeva a vyuziti pfechodnych prvki v aktivnim centru

Obrazek 2 Priklad antioxida¢niho ¢inidla: a-tokoferol
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hydroxylas. Jeho antioxidacni ucinek spociva v redukci anorganickych 1 organickych
radikala. VSeobecné je pfijato (i kdyz ne zcela dokazano in vivo), ze askorbat regeneruje
tokoferolovy radikal, ztraci elektron a méni se na mnohem méné reaktivni askorbylovy
radikal. Tokoferol pfeménuje lipidové alkylperoxidové radikdly LOO™ na hydroperoxidy,
které jsou odstranény glutathionperoxidasou. Tim brani oxidaci lipidi membran. Thioly,
disulfidy a dalsi sirné slouceniny (lipoamid, taurin, homocystein) se vyznamné podileji na
ochran¢ proti radikdlovym reakcim. Glutathion (y-glutamylcysteinylglycin) se snadno
oxiduje a s dalsi molekulou glutathionu tvofi glutationdisulfid. Regeneruje tokoferol a
askorbat, chrani sulthydrylové skupiny cysteinu, ubichinonu a proteini a je substratem
glutathionperoxidas. Ubichinon “zhasi“ peroxylovy a alkoxylovy radikdl a regeneruje
tokoferol. Kyselina lipoova reaguje s riznymi radikaly. Podili se na regeneraci tokoferolu,
askorbatu nebo glutathionu. Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamin), hormon epifyzy
vykazuje také silnou antioxida¢ni aktivitu. Snadno prochézi hematoencefalickou bariérou. Pti
farmakologickych hladindch vychytava hydroxylové radikaly. Bilirubin, degradacni
metabolit hemu ma antioxida¢ni vyznam jak volny, tak vazany na albumin a jiné proteiny.
Inhibuje peroxidaci lipoproteint, je silnym lapacem RNS. Kyselina moc¢ova ma schopnost
vychytavat alkoxylovy radikdl a kyselinu chlornou, a vazat zelezo a méd’ (SHIBATA T.,
2003; ROBARDS K., 1999).

2.1.2 Exogenni antioxidanty prirodniho ptivodu

Reparativni procesy v organismu nemohou casto samy pln¢ eliminovat poskozeni
biomolekul. Vyznamnou roli pfi ochrané pied volnymi radikély hraje prevence, tj. redukce
pficin jejich vzniku. Jednou z moznosti, jak organismus chranit pfed vlivem exogennich i
endogennich volnych radikdlii, je plisobeni antioxidanti. Kromé endogennich
nizkomolekuldrnich antioxidantd, jako jsou glutathion, kyselina mocovéa, koenzym Q a dalsi,
se v posledni dob¢ do centra pozornosti dostdva mnoho latek ptirodniho ptivodu, které se do
lidského organismu dostavaji potravou. K pfirodnim latkdm s antioxidacnimi Uc¢inky, které
jsou pfijimané potravou, jsou v prvé tad¢ tradiéné fazeny antioxida¢ni vitaminy C, E a
karotenoidy. V posledni dob¢ se vSak mnohem vétsi vyznam piikladd dalSim piirodnim
latkdm, zejména polyfenolickym slouc¢eninam. Mezi né patii napt. flavonoidy, katechiny,

fenolické kyseliny apod. Zdrojem téchto latek je zelenina, ovoce, Caje, vina a 1éCivé rostliny.
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V tadé experimentalnich studii bylo prokazano, ze antioxida¢ni aktivita mnoha rostlinnych
fenolickych latek je vySS$i nez ucinek antioxidacnich vitamint. Klinické epidemiologické
studie rovnéZ prokazuji korelaci mezi antioxidacni aktivitou latek pfijimanych v potravé a
prevenci nékterych onemocnéni napi. kardiovaskularnich chorob, karcinogeneze,
neurologickych poruch nebo procesu starnuti. Z uvedenych divodl vzristd zajem stanovit

antioxidacéni aktivitu rtiznych latek rostlinného ptivodu (RICE-EVANS C., 1996).

Fenolickd struktura se vyskytuje mezi rostlinnymi metabolity velmi Casto. Rostlinné fenoly
jsou také cCastymi slozkami potravy a krmiva. Chemicky se jedna o Sirokou skupinu latek
rozdilnych vlastnosti odvozenych od hydroxybenzenu. K obecné platnym charakteristikam
patii antioxidacni efekt vysvétlovany jako reakce polyfenoli s volnymi radikaly: Ph-H
(polyfenol) + ROO’(radikal) —Ph" + ROOH, pfi¢emz vznikajici polyfenolovy radikal (Ph’) je

relativné stabilni a neni dostate¢n¢ aktivni, aby byl karcinogenni.

Fenolické kyseliny - vychazeji z kyseliny benzoové (kyselina gallovd) a kyseliny skoficové
(kyselina p-kumarova, kavova, ferulova, sinapova). Jejich antioxidacni aktivita zavisi na
poctu a poloze hydroxylovych skupin vici karboxylu. Obecné plati, ze s rostoucim poctem
hydroxyld, roste antioxidani aktivita. Antioxidacné aktivnéj$i jsou  derivaty

hydroxyskotficové kyseliny oproti  jinym

COOH COOH
hydroxybenzoovym kyselinam (ROBARDS K.,
1999). / /
COOH COOH
HOQOH @OH OH
OH OH OH OH
A B C D

Obrazek 3 Priklady fenolickych Kkyselin: A kyselina gallova, B kyselina protokatechova, C kyselina p-

kumarova, D kyselina kavova
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Flavonoidy, flavolignany - jedna se o velice rozsahlou skupinu latek. Klasifikace do
jednotlivych podskupin se u rtiznych autort 1isi. Jsou odvozeny od fenylchromanu. Zakladem
je chroman arylovany v poloze 2 (flavany), 3 (isoflavany) nebo 4 (neoflavany). Dle stupné
oxidace pyranového kruhu se pak flavany déle déli na flavany, flaveny, flavanony, flavanoly,
flavanonoly, flavandioly, flavony a flavonoly. Flavonoidy jsou predmétem zajmu pro své
vyrazné antioxidacni vlastnosti. Jsou u¢inné v fad¢ antioxidacnich testii (zh&seni radikali,
redukéni vlastnosti, inhibice lipidové peroxidace apod.). Optimalni radikalové likvidaéni
vlastnosti byly nalezeny u latek s o-dihydroxy strukturou v kruhu B; 2,3 dvojnou vazbou a 4-
oxo funk¢ni skupinou v kruhu C a 5-OH skupinami v kruzich A a C. Tato struktura je typicka
zejména pro flavonoly. Terapeutické vyuziti flavonoidl je zalozeno na jejich schopnosti
normalizovat permeabilitu kapilar, odstraiiovat jejich lomivost, piisobit antihemorhagicky a
antiedematosn¢. Potencuji u€inek vitaminu C, maji vlastnosti cholerektické, cholagogenni a
tvofi komplexni soli a brani tak srazeni krve a zadrzuji vapnik v téle ( FIRUZI O., 2004;
ARORA A., 1998; CAO G., 1997). Lignany jsou sekundarni metabolity, které vznikaji
spojovanim fenylpropanovych jednotek. Pro sviij antioxidacni a hepatoprotektvini efekt jsou

znamy zejména flavolignany Silybum marianum (Asteraceae). Maji schopnost zabranovat

D E

Obrazek 4 Zakladni typy flavonoidnich struktur: A flavon, B flavonol, C flavanon, D flavanol, E isoflavon
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lipidové peroxidaci jaterni tkdn¢ (MORAZZONI P., 1995; PETRONELLI A., 1981).

Kumariny - tuto skupinu latek lze chemicky oznacit jako derivaty laktonu
o-hydroxyskoficové kyseliny (cis-o-kumarové). VSechny jsou substituované v poloze C7
hydroxylovou skupinou a dale se stejna funk¢ni skupina mize objevovat v polohach C3, C6,
C8 (napf. umbelliferon, herniarin, eskuletin, scopoletin, fraxetin). Skupiny OH - pak mohou
byt methylovany nebo glukosylovany. Prenylace na C6 nebo C8 muize mimo jiné vést ke
vzniku polycyklickych kumarini, jako jsou linedrni (psoralen, imperatorin, xanthotoxin,
xanthyletin apod.) a anguldrni (angelicin, sfondin apod.) furano a pyranokumariny.
V rostlinné 1isi existuje témer tisic riznych variant zékladni kumarinové struktury. Urcité
Celedi krytosemennych rostlin jsou na kumariny bohatSi napt. Fabaceae, Asteraceae a
zvlasté pak Apiaceae a Rutaceae. Jsou obsazeny v béznych zeleninach, jako je celer a petrzel,
a téz v ovoci, napf. citrusovych plodech (JTAHODAR L., 2004). Kumariny vykazuji celou
fadu biologickych vlastnosti, maji fadu ucinkd na rizné bunécné systémy. Plisobi tlumivé na
CNS, snizuji teplotu, maji hypnotické ucinky. Nekteré plisobi spasmolyticky. Byl u nich
prokdazan  ucinek  antioxidac¢ni, antilaergicky, protizdnétlivy,  hepatoprotektivni,
antitromboticky, antivirovy a antikarcinogenni. Kumariny také velmi silné absorbuji UV
zéteni. Nekteré furanokumariny sensibilizuji kizi na slune¢ni zafeni a pouzivaji se proto
k 1éceni vitiliga. Navic hraji dialezitou roli pii biochemickych a fyziologickych procesech

probihajici v rostlinach, plsobi jako antioxidanty, enzymové inhibitory a prekurzory

Obrazek 5 Priklady kumarini pfirodniho ptivodu: scopoletin, aesculetin, umbelliferon, scopolin

R1| R2 | R3 R4 R5 R6

scopoletin H|H]| H | OMe OH H
aesculetin H|H|H]| OH OH H
umbelliferon | H | H | H H OH H

scopolin H|H]| H | OMe
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toxickych latek. Jsou soucasti procesu rostlinnych hormont, riistovych regulatorti, kontroly
rostlinného dychani, fotosyntézy a obrany proti infekci (KOSTOVA 1., 2006; KOSTOVA 1.,
2005; FYLAKTAKIDOU K. C., 2004; RIETJENS 1. M., 2005; GALVANO F., 2001).
Z toxikologického hlediska jsou vyznamné zejména furanokumariny, které jsou potentnimi
primarnimi fotosenzibilizujicimi jedy. Tyto fotosenzibilizatory se dostavaji po konzumaci
krevnim objehem do pokoZzky, kde jsou pti¢inou abnormalni reakce ktize na slunecni zafeni
(pfedevsim UV). Na molekuldrni urovni je zjisténo, Ze furanokumariny mohou zptisobit
cykloadice v polohach 3, 4 nebo 4°, 5" nebo oboje s pyrimidinovymi bazemi DNA, mohou se
zabudovat do nukleovych kyselin a poskodit genom. Takto 1ze vysvétlit jejich mutagenni a
karcinogenni vlastnosti (tvorba melanomil). Na trovni bunééné jsou popisovany: anomalie
v bunééném déleni, zména permeability membran a stim souvisejici zmény v aktivnich
transportnich procesech, poruchy glykolyzy a bunééného dychani, poruchy syntézy bilkovin
a DNA a bunécna smrt. Pocatecni svédéni, paleni a celkovy neklid se mtize vyvinout az do
formy generalizované fototoxické reakce charakterizované erytrémem a edémem, Castymi
sekundarnimi infekcemi, které mohou vést az knekrotizaci velkych ploch pokozky.

Z celkovych pfiznakl se miize objevit zloutenka.

Furanokumariny mohou byt také pfic¢inou alergické kontaktni dermatitidy a fotodermatitidy.
Bohatd na furanokumariny je zejména <cCeled Apiaceae. Linearni nesubstituovany
furanokumarin psoralen, jehoz zdrojem jsou napt. Coronilla glauca z Celedi Fabaceae, nebo
Heracleum lestonii, Petroselinum crispum z Celedi Apiaceae je latka majici vyznamné
fotobiologické ucinky vcetné fototoxicity, zvlasté pak pti plisobeni UV zafeni. PoSkozuje
syntézu DNA a pusobi jako fotokarcinogen. Jeho derivat, linearni furanokumarin bergapten
(5-methoxypsoralen), jehoz zdrojem je napi. bergamotova silice ziskand z Citrus bergamia,
Ruta graveolens, Angelica spp., Heracleum giganteum, vykazuje tlumivy u¢inek na CNS, pii
kontaktu s pokozkou a intenzivnim svétlem zptsobuje fotodermatitidy. Je vysoce toxicky pro
ryby. DalS$im derivatem psoralenu je xanthotoxin (8-methoxypsoralen, methoxalen), jehoz
zdrojem je Ammi majus, Angelica archangelica, Heracleum sphondylium apod. z Celedi
Apiaceae a Fragara a Ruta spp. z Celedi Rutaceae. Jedna se o vyznamny fotosenzibilizator.
Je pfic¢inou kontaktnich dermatitid. Toxikologicky vyznamné jsou také ferprenin a
ferulenol, které se vyskytuji v latexu Ferula communis, Apiaceae a maji vyznamnou
antikoagulacni aktivitu. Popsdna je jejich vysoka toxicita pro ovce s typickym projevem
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leziciho zvitete krvacejicitho z nozder, prijmem s nesraZzenou krvi, hematurii. Vyznamny
hemorhagicky efekt zptisobuje kumarin. Jeho zdrojem je cela fada kapradorost z Celedi
Polypodiaceae, nahosemennych rostlin z ¢eledi Pinaceae. V krytosemennych rostlinéch je
Casto glykosidicky vazan a nachdzi se zejména v Celedi Fabaceae a Poaceae. Plisobi jako
antagonista vitaminu K, ¢imz dochazi k blokaci tvorby protrombinu a ftady dalSich
hemokoagula¢nich faktorti v jatrech. Benzofuranovy derivat tremeton, jehoz zdrojem jsou
nékteré druhy celedi Asteraceae, zpiisobuje svalovou slabost provdzenou tremorem, nauzeou,
vomitem, anorexii a kieCemi. Dlouhodobé zkrmovani rostlin s obsahem této latky mtize vést
az ktukové degeneraci jater, komatu a smrti. Cytotoxicita byla prokazana také u

xanthyletinu, mammeisinu a mikromelinu JAHODAR L., 2004).

Kurkuminoidy — skupina sekundarnich metabolit patfici mezi tzv. fenylpropany, respektive
arylheptanoidy. Tyto latky byly izolovany z oddenkt Curcuma longa (Zingiberaceae). Patii
sem zejména kurkumim,
demethoxykurkumin,
bisdemethoxykurkumin,
tetrahydrokurkumin. Kurkuminu jsou
pfisuzovany Uc€inky protizanétlivé,
antikarcenogenni, antiHIV. Ma

schopnost inhibovat lipidovou

peroxidaci v riznych tkanich, zhaSet

superoxidovy anion a peroxid vodiku Obrazek 6 Oddenek Curcuma longa (Zingiberaceae)- zdroj:

(RUBY A. J, 1995’ RAMSEWAK http://www.indianetzone.com/l/images/spices 138.jpg

R.S. 2000).

Obrazek 7 kurkumin
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Proanthocyanidiny - jsou kondenzované
ttisloviny. Mohou mit oligomerni nebo
polymerni strukturu. Vychézeji z katechini
(flavan-3-olt), zdkladni jsou (+)-katechin a
(-)-epikatechin. Tyto antioxidanty maji
schopnost chrénit cévni stény, stievni
sliznici, jaterni tkan. Proanthocyanidiny
vykézaly Gcinek proti celé¢ fad¢ radikald,
maji schopnost chelatovat kovy a inhibovat
prooxidacni enzymy (napf. lipooxygenasu,
syntasu oxidu dusnatého) (SHIBATA T.,
2003; MASAMOTO Y., 2003). Zhaseci
aktivita u téchto latek roste s poctem
hydroxyli, obzvlast¢ jsou-li v ortho-
usporadani véazéané na kyselinu gallovou

(CALY. Z., 2006).

Anthokyany - jedna se o hydroxyderivaty
flavyliovych soli
(trihydroxybenzopyriliovy kationt). Jsou
rozmanit¢ zbarveny od modré pres
fialovou az po cCervenou, barva zavisi na
struktufe a taky pH v rostlin¢. Nachézeji se
napt. v zeleném caji Camellia sinensis
(Theaceae), v cCerveném vinu nebo je
muzeme nalézt v plodech napt. Vaccinium
myrtillus (Vaccinaceae). Patii sem napf.
glykosidy  cyanidinu, pelargonidinu,
petunidinu, malvidinu apod. Jsou to latky

strukturou znaén€¢ podobné flavonoidim,

OH
Obrazek 8 +(-) katechin
OH
HO o)
R
S
OH
OH
OH
Obrazek 9 -(-) epikatechin
OH
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OH
OH

OH
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Obriazek 10 anthokyanin
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vykazuji také celou fadu anti-ROS a anti-RNS ucinkt (PI-JEN TSAI 2002; EINBOND L.S.,
2004).

2.2 Metody stanoveni antioxidacni aktivity prirodnich
latek in vitro

Literatura nabizi velké mnozstvi metod pouzivanych ke stanoveni antioxidacni aktivity. Je to
dano tim, ze nizkomolekularni antioxidanty mohou puisobit riiznymi mechanismy. Obecné se
metody stanoveni antioxidacni aktivity in vitro daji rozdélit do dvou zékladnich skupin —
metody hodnotici schopnost eliminovat volné radikdly (zhaseni, vychytavani) a metody

hodnotici redoxni u¢innost antioxidantu.

Metody hodnotici schopnost eliminovat volné radikaly lze d¢lit podle radikald, vaci kterym
se antioxidac¢ni aktivita sleduje. Mohou to byt syntetické radikaly (DPPH, ABTS, glavinoxyl,
Fredyho sil atd.) nebo reaktivni formy kysliku (superoxidovy, hydroxylovy radikal, kyselina

chlorna, peroxid vodiku) nebo dusiku (oxid dusnaty, peroxinitrit).

2.2.1 Metody hodnotici eliminaci syntetickych radikalt

Metoda pouzivajici DPPH (1,1-difenyl-2-picrylhydrazyl) radikal patii k zakladnim
metodikam testovani antiradikalové aktivity Cistych latek 1 smésnych vzorkl. Vzorek reaguje
s DPPH, pii reakci dochéazi k redukci radikalu za vzniku DPPH-H (difenylpicrylhydrazin).
Reakce je vyhodnocovana spektrofotometricky. Metoda je pouzivana v riznych
modifikacich, jako napt. v kombinaci s HPLC, SIA (sekvencni injekéni analyza), FIA
(pratokova injek¢ni analyza), TLC, nebo ESR (elektronova spinova rezonance) (ESPIN J. C.,
2000; NANJO F., 1996; DU TOIT R., 2001).

K zékladnim metodam vyuZivajici syntetické radikaly patii metoda vyuZivajici ABTS™
radikal (2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat), jehoz ubytek se sleduje

spektrofotometricky. Je také oznaCovana jako metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant
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capacity), nebot’ vysledna antiradikalova aktivita vzorku je srovnavana s antiradikalovou
aktivitou syntetické latky troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova
kyselina). Zhaseni radikalu ABTS™ antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, se
sleduje spektrofotometricky na zdkladé zmén absorpéniho spektra ABTS™ (nejéastéji se méfi
absorbance pii 734 nm). V reakéni smési se kationt-radikal ABTS™" generuje oxidaci ABTS
napf. pomoci systétmu ABTS/H,O,/peroxidasa nebo ABTS/methmyoglobin/H,0,.
V literatufe jsou také uvadéné i moznosti chemické oxidace ABTS (napf. oxidem
mangani¢itym, peroxodisiranem draselnym). ABTS"™ radikal se miize generovat b&hem
vlastniho méfeni, nebo jiz mize byt v reakéni smési pfitomen. Metoda je pouzitelna jak
v hydrofilnim tak lipofilnim prostiedi (ARNAO M. B., 2001; RICE-EVANS C., 1995;
MILLER N. J., 1996).

2.2.2 Metody hodnotici eliminaci kyslikovych radikali

Pii pouziti metody ORAC (oxygen radical absorbance capacity) se v testovaném systému
generuji kyslikové radikaly a hodnoti se schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit
radikélovou reakci. Detekce je zaloZena na sledovani ubytku fluorescence B-fykoerytrinu
nebo fluoresceinu po kontaktu sradikaly. Generovany mohou byt jak hydroxylové, tak
peroxylové radikaly. Vzhledem k tomu, Ze tyto radikaly patii k nejreaktivnéjSim, patii test
ORAC k dilezitym parametrim charakterizujicim antioxidanty (CAO G., 1997; OU B.,
2001).

Metody zaloZzené na eliminaci hydroxylového radikdlu pouzivaji rGzné postupy jeho
generovani. Jedna se napt. o Fentonovu reakci, UV fotolyzu peroxidu vodiku, fotolyzu
syntetickych derivat. Detekce je zalozena na zakladé vychytavani radikalu latkami, jejichz
reakéni produkty lze snadno stanovit napf. skyselinou salicylovou (reakéni produkty
hydroxylované kyseliny salicylové se detekuji metodou HPLC s UV detekci) nebo s DMPO
(5,5-dimethylpyrroline-N-oxid)(vznikly adukt je detekovan metodou ESR nebo HPLC ve

spojeni s elektrochemickou detekci) nebo s deoxyribosou (jeji degradac¢ni produkty jsou
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detekovany po reakci s TBA spektrofotometricky). Vyhodou tohoto postupu je moZzZnost
stanovit antioxidacni 1 prooxidac¢ni vlastnosti latek (YOSHIOKA H., 2001; PAULOVA H.,
2000; HUSAIN S. R., 1987).

Pfi hodnoceni eliminace superoxidového radikalu in vitro se vyuzivd jeho generovani
neenzymaticky napf. reakci 5-methylfenazinium-methyl-sulfaitu a NADH nebo enzymaticky,
pii které se radikdl O," tvofi reakci xantinoxidasy s xantomem nebo hypoxantinem.
Superoxidovy radikal redukuje nitrotetrazolinovou modf na formazan, modrou slouc¢eninu,
ktera vykazuje maximum absorpce pii vinové délce 550-560 nm. Znamé jsou i dalsi zptisoby
detekce, napt. ESR metoda na zaklad¢ reakce superoxidového anion radikalu s DMPO nebo
BMPO (5-tert-butoxycarbonyl-5-methyl-1-pyrroline-N-oxid), nebo kombinace HPLC a
chemiluminiscence, nebo reakce O,” s cytochromem c. Reakce O,” s cytochromem c je
pomérné jednoduchd, nicméné mnoho jinych substanci je schopno redukovat cytochrom c
(zejména askorbat) a mohou tak interferovat s O, detekci. Jako dalsi detekéni molekula se
pouziva Tiron (1,2-dihydroxybenzen-3,5-disulfonat). Pii reakci s O,” vznikd semichinon,
ktery je méfen pomoci ESR. Dale byly popsany také histochemické detekce O,” v tkénich.
Napft. reakce s tetrazolinovou soli miize vést k mikroskopicky pozorovatelné¢ formazanové
srazenin€. Nebo je zndma pieména DAB (diaminobenzidinu) na nerozpustny produkt (LU
Y., 2001; UNNO T., 2002; DAPKEVICIUS A., 2001; GOSH M., 2002; DIKALOV S., 2005;
HALLIWELL B., 2004).

Cytochrom c-Fe(III) + O,” — O, + cytochrom ¢ — Fe*"

2.2.3 Metody eliminace oxidu dusnatého (NO-), peroxinitritu

Mezi zékladni postupy stanoveni oxidu dusnatého patii stanoveni za vyuziti Griessova
¢inidla. Jedna se o nepfimé stanoveni NO'. Konkrétné se stanovuji stabilni dekompozicni
produkty NO' - dusi¢nany a dusitany. Nitroprusid sodny ve vodném roztoku za
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fyziologického pH spontanné produkuje oxid dusnaty, ktery po reakci se vzdusnym kyslikem
produkuje dusitanové ionty. Dusitanové ionty ptes kyselinu dusitou poskytuji nitrac¢ni ¢inidlo
(N203), které reaguje s kyselinou sulfanilovou za tvorby diazoniového kationu, ktery
nasledné kopuluje s N-(1-naftyl)-ethylendiaminem za tvorby azoslouceniny vykazujici
maximum absorpce pii 543 nm (Griessova reakce). K piimému stanoveni NO"a NOO- patii
reakce s oxyhemoglobinem popf. s methemoglobinem. Vznikly nitrosylhemoglobin je dale
méfen spektrofotometricky nebo pomoci ESR. NO" také oxiduje ferrokyanid na ferrikyanid,
jehoZ maximum absorpce je 420 nm. Peroxynitrit oxiduje barvivo dihydrorhodamine 123 na
rhodamine 123, které fluoreskuje pii 536 nm. Dale také nitratuje fadu aromatickych
sloucenin. Nitrace tyrosinu je méfena spektrofotometricky, produkt 3-nitrotyrosin ma zlutou
barvu. Déle lze k detekci pouzit HPLC, plynovou chromatografii nebo hmotnostni

spektrometrii (TARPEY M. M., 2004; FROST M.T., 2000; ISCHIROPOULOS H., 2003).

2.2.4 Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

Lipidové peroxidace vyvoland volnymi radikaly je jednim z nejvyznamnéjSich patologickych
kyslikové radikaly, sekundarn¢€ vzniklé radikalové meziprodukty (peroxyly, alkoxyly) nebo
mohou piisobit také jako latky chelatujici ionty pfechodnych kovi. Bylo vyvinuto mnoho
metod hodnoticich vliv antioxidantti. Od jednoduchych, které se provadi sjednoduchymi
lipidy v jednoduchém systému (napi. hodnoceni produkt peroxidace linolové kyseliny nebo
hodnoceni sekundarniho produktu lipidové peroxidace malondialdehydu na zéklad¢é jeho
mitochondriich, LDL ¢asticich nebo tkanovych homogenatech. Jednou z nejuzivanégjsich
metod k hodnoceni schopnosti latek eliminovat lipidovou peroxidaci je metoda TBA-MDA.
Je zaloZena na stanoveni jednoho ze sekundarnich produktd lipidové peroxidace MDA
(malondialdehydu) na zdkladé¢ jeho barevné reakce s TBA (kyselinou thiobarbiturovou).
Stanoveni produkti TBA-MDA je jednoduché a citlivé, mefi se absorbance pii 532 nm
(YAMANAKA N., 1997; VAN DER SLUIS A. A., 2000; DAGLIA M., 2000; NIELSEN F.,
1997).
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2.2.5 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Metoda FRAP (ferric reducing antioxidant power) je zalozena na principu redoxniho tc¢inku
antixidantd, na redukci komplexu Fe3+-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) antioxidanty ve
vzorku. Nariist absorbance odpovidajici mnozstvi komplexu Fe*™-2.4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-
triazin) je mirou antioxidacni aktivity vzorku a sleduje se spektrofotometricky. Metoda

FRAP odrazi pouze schopnost latek redukovat iont Fe*™ (OU B., 2002).

Cyklické voltametrie hodnoti schopnost latek odstépovat elektrony. Na elektrodu se vklada
napétovy pulz suréitou rychlosti polarizace a sleduji se proudové odezvy v roztoku
studované latky. Zaznam zachycuje kiivka-tzv. cyklicky voltamogram. Reduk¢ni schopnost
latek se vyhodnocuje dvéma parametry - z potencialu anodického oxida¢niho piku E4 a jeho
anodického proudu I,. Cim je niz&i hodnota E,, tim latka snadnéji odevzdava elektony a
muze byt lepSim antioxidantem. Z hodnoty vysky proudu anodického piku I4 je mozné urcit
koncentraci latek. Je prokazano, ze viadé piipadl hodnoty Ea koreluji s antioxidacni
aktivitou latek urCenou jinymi metodami napt. s lipoperoxidaci, DPPH, FRAP metodou

(RAPTA P., 1995; NAKAMURA T., 1998; FIRUZI O., 2005).

2.3Méreni RS (reactive species) v bunécnych
kulturach
Je popsano mnoho metod urcenych k méfeni RS v bunécnych kulturach. Produkce RS
v bunikdch mtize byt méfena pomoci aromatickych latek, spinovym zachytem, méfenim miry
poskozeni biomolekul, méfenim lipidové peroxidace popt. vyuziti riznych fluorescen¢nich
metod. Nejzndmé;jsi je uziti DCFDA (dichlorofluorescin diacetat). DCFDA pronikéd do bunék
a akumuluje se zejména v cytosolu, kde je esterdsami deacetylovan na DCFH a rtiznymi RS
pieveden na DCF (dichlorfluorescein), ktery po excitaci okolo 488 nm muze byt detekovan
pii 525 nm. Touto metodou se da urcit cela fada radikala napt. ( RO,', RO, NOy, CO;”, OH,
ONOQO', O, apod.). Dalsi zndmou fluorescencni latkou je DHR 123 (dihydrorhodamin 123).

Slouzici k detekci celé tady radikali s vyjimkou H,O,, O,” nebo NO', po pfeméné na
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rhodamin se akumuluje se v mitochondriich. DHE (dihydroethidin) slouzi k detekci O,7, je
oxidovan na fluorescencni produkt 2-hydroxyethidium. Dale jsou znamy luminol a lucigenin,
slouceniny urc¢ené k detekci RS produkovanych aktivovanymi fagocyty a buitkami endotelu

(HALLIWELL B., 2004; TARPEY M.M., 2004; GIULIVI C., 1999; FREITAS 1., 2002).
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7

2.4 Metody stanoveni antiagregacni aktivity; méreni
agregace desticek

Termin "agregace desti¢ek" vyjadiuje proces adheze jedné desticky ke druhé. Tento jev miize
byt indukovan ptidavkem latek vyvolavajicich agregaci do plazmy obohacené destiCkami
nebo do plné krve. Desticky adheruji za riznych podminek a v pfitomnosti rozlicnych latek.
Prubéeh agregace desticek zavisi na koncentraci vapenatych iontt, fibrinogenu a pfitomnosti
jednoho ¢i vice plazmatickych faktort. Agregace prob&hne specificky v zavislosti na typu
latky vyvoléavajici agregaci a na jeji koncentraci. Pro optickou agregometrii se jako faktory
indukujici agregaci (agonisté agregace) pouzivaji AA (arachidonova kyselina), ADP
(adenosindifosfat), epinefrin, COL (kolagen), TR (trombin) a ristocetin. ADP a epinefrin jsou
obsazeny v organeldch desti¢ek, odtud jsou uvoliiovany pii tvorbé primarni trombocytarni
zatky, ¢imz podporuji dal$i agregaci desticek. COL je pfitomen v endotelu cév a je
povazovan za prvni srazeci nebo pro-koagulacni faktor, se kterym se setkaji desticky po
cévnim poranéni. Tim jsou in vitro studie reakce desti¢ek na COL velmi vyznamné. Ostatni
latky jako jsou TR, kalciovy ionofor A23187, AA, ristocetin, bovinni faktor VIII a 5-HT (5-
hydroxytryptamin, serotonin) maji také sviij vyznam pro studium srazlivosti, ale spiSe pro

specifictéjsi ucely (JUN D., 2005).

Agregace desticek in vitro umozinuje v klinické praxi kontrolu funkce desticek
(INGERMAN-WOIJENSKI C.M., 1984; PODCZASY 1I. J., 1997; SIRRIDGE M., 1984) a
dovoluje tak najit vhodnou terapii pro pacienty s poskozenou funkci srdzeni a poznani
dédi¢nych dysfunkei (O’BRIEN J. R., 1962). Je vSak také vhodnou metodou, kterd umoziuje
urCit, zda latka pfidana k nativnim trombocytim pied samotnym agonistou agregace
ovlivituje jim nasledné¢ vyvolany proces agregace, tedy zda latka plsobi pro- nebo

antiagregacng.

Obvykle jsou pouzivany dva zdkladni typy agregacnich testl: impedancni agregometrie

v plné krvi a optickd agregometrie v PRP (platelet reach plasma).
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2.4.1 Impedancni agregometrie v plné Krvi

Pribéh agregace je sledovan ptimo v plné protisrazlivé upravené krvi, bez nutnosti separace
desticek od ostatnich krevnich elementl, jako je tomu v pfipad¢ optické agregometrie.
Nevyhodou metody je oproti optické agregometrii vétsi spotieba krve pro jedno méteni (1
ml). Do temperované kyvety se vzorkem se pfed vlastnim méfenim ponoii elektroda
sestavajici ze dvou platinovych dratkit odd€lenych vzduchovou mezerou. Méticim okruhem
elektrody prochdzi malé stfidavé napéti (zabrani se tak elektrolyze) tadu milivolti.
Agregometr méti elektricky odpor ¢i jeho pievracenou hodnotu (vodivost) mezi vlozenymi
elektrodami. Béhem kratkého Casu se ustavi na platinovych dratcich elektrody rovnovaha,
kdy na jejich povrchu dojde k vytvoteni jedné vrstvy desti¢ek. Po ustaleni impedance je tato
hodnota nastavena jako zdkladni (nulova) hodnota, kterd u impedancni agregometrie
nahrazuje kontrolu. Jakmile je latka vyvolavajici agregaci pfidana do kyvety, stimulované
desticky adheruji na piivodni vrstvu desti¢ek vytvofenou na elektrodach. Tato postupna
adheze desticek zpiisobi rist elektrického odporu mezi elektrodami. Tato zména elektrického
odporu je udavana v ohmech. Doba sledovani priib¢hu agregace trombocytt je 4 - 6 minut po

pfidani agonisty.

Nartist impedance odpovidd proporciondlné nartistu masy agregovanych desticek.
Impedanéni metoda je pomérné citliva na stavy hyperagregability ¢i na pfitomnost 1¢ka jako
jsou ASA, dipyridamol a jiné léky ovliviiyjici agregaci. Neni ovlivnéna optickymi
vlastnostmi vzorku, mize byt analyzovana krev obsahujici vét§i mnozstvi lidpidi nebo krev

trombocytopenicka (JUN D., 2005; CHRONO-LOG CO., 1996).

2.4.2 Opticka agregometrie v PRP

Desti¢ky v suspenzi plazmy jsou izolovany ze vzorku plné krve s protisrazlivou Gpravou
odstfedénim pfii nizkych otackach. Tim se ziska PRP — coZ je plazma, ve které jako majoritni
krevni elementy pievazuji trombocyty. Odstiedénim pii vysokych otackach se ziska takzvana
PPP (platelet poor plasma), tedy Cistd plazma bez krevnich element. Agregometr Bornova
typu (BORN G.V. 1962; O’BRIEN J.R. 1962) nebo opticky agregometr je spektrofotometr s
fixni vinovou délkou s prostorem na vzorky termostatovanym na teplotu 37°C. Protoze pro

agregaci desticek in vitro je nutny jejich vzajemny kontakt, je zajist€éno michani testovaného
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Obrazek 11 Priubéh agregacni kiivky — zdroj: JUN D., 2005
vzorku béhem méfeni magnetickym michadlem, které se vklada do kyvety pred zapocetim

méfeni. Vlastni méfici prostor je u agregometru Chrono-log 500-Ca feSen tak, ze paprsek
infracerveného zéfeni o vlnové délce 950 nm prochdzi skrz dvé kyvety, z nichz jedna
obsahuje PRP (vzorek) a druhd PPP (kontrola). Kfemikové fotodiody detekuji zafeni proslé
skrz kyvety se vzorky: PRP je povaZzovéana za vzorek s 0% transmitanci ¢i agregaci a PPP za
vzorek se 100% transmitanci ¢i agregaci. Kazdd kyveta ma svilj zdroj zafeni i snimac,
principem jde tedy o dvoupaprskovy fotometr. Rozdil ve vystupnim signédlu fotodiod pak
vypovidd o aktualnim stavu transmitance (neboli agregace) métfeného vzorku, jelikoz

vznikajici agregaty trombocyt kontinudln€ zvysuji optickou propustnost vzorku.

Stiskem tlacitka na agregometru se nastavi hodnoty pro 0% a 100% transmitanci. Pro
testovani je nutny pocetni rozdil trombocyti mezi testovanym a referenénim vzorkem
minimalng 30 x 10°/1 plazmy. V piipadé e rozdil transmitance obou vzorki klesne pod

hodnotu odpovidajici této koncentraci, vystup agregometru upozorni obsluhu na chybu. Poté
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co je pfidan do PRP agonista agregace a desticky zacinaji reagovat, nastavaji odpovidajici

zmény v transmitanci a jsou kontinualné zaznamenavany piipojenym pocitacem.

Jakmile destiCky prodé€laji tvarovou zménu jako odpovéd na stimul (agonistu, agregacni
latku), jejich vétsi rozmér zplisobi snizeni prichodu svétla skrz PRP a tim se snizi relativné k
PPP aktualni transmitance. Jestlize je davka latky dostacujici k vyvoladni vzdjemného
shlukovani desticek a k vytvofeni destiCkovych agregatl, zvySi se naopak prichodnost

vzorku pro infraCervené zafeni. Naméfené hodnoty transmitance se postupné blizi k urovni

odpovidajici PPP.

Charakteristickymi znaky, které je mozno pozorovat na ziskanvch agregaCnich kiivkach,

]SOu:

- zména tvaru desticek

- prvni vlna agregace (primarni agregace, reverzibilni) - namétfend kiivka se muze
vratit zpét k zékladni ¢are PRP

- druha vlna agregace (sekundarni agregace, ireverzibilni) nastane, kdyz latky uvolnéné
z granul destiCek zpiisobi stimul vedouci ke kaskadé¢ dalSich déjti vedoucich ve

vysledku k agregaci

Agregacni kiivka je dale charakterizovana:
- maximalni zménou velikosti transmitance zplisobené agonistou (% agregace)

- smérnici neboli intenzitou agregace (% zmé&ny agregace za minutu)

Rozdilné koncentrace agonistii se potom vyuZzivaji pro ziskdni hodnot ECsy. Preinkubace
desticek s testovanou latkou po urcitou dobu pifed pfidanim agonisty agregace umoziuje
zhodnocenti jejiho vlivu na tento proces a zjisténi odpovidajicich hodnot ECsy. Spotieba PRP

¢ini 0,25 nebo 0,5 ml pro jedno méteni (JUN D., 2005; CHRONO-LOG CO., 1996).
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3 CiL PRACE

Cilem této prace bylo:

1) vyhledavéani aktivnich rostlinnych sekundarnich metaboliti a jejich syntetickych

derivatl, zaméteni zejména na jejich antioxidacni a antiagregacni aktivitu

2) urcovani antioxidacni aktivity: metodou zhdseni volnych radikali (DPPH test) a

zelezito- reduk¢énim testem (ferric reducing antioxidant power-FRAP)
3) meéfeni antiagregacni aktivity vzhledem k pouzitym agonistim agregace

4) porovnavani antioxidani a antiagregacni aktivity latek ze skupiny polyfenoli,
kumarint rostlinného ptivodu izolovanych z Evolvulus alsinoides (Convolvulaceae),
kumarinti vyskytujicich se v Trigonella foenum-graecum (Fabaceae) a Eupathorium
pauciflorum (Asteraceae) a 16 syntetickych kumarinti ziskanych od Prof. Sasa
(Department of Human Physiology and Pharmacology “Vittorio Erspamer”,

University La Sapienza, Roma, Italy)

5) urCovani vztahu mezi strukturou a u¢inkem danych latek
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a chemikalie

agregacni agonisté (AA, ADP, COL) — Chrono-Log Co. (Havertown, PA, USA)
citran sodny 3,6% - Biotika (Slovenska Lupca, Slovensko)

DMSO bezvody p.a. - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)

EtOH 95% denaturovany 1% methanolem - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)
DPPH radikal (95%) - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)

FeSO47H,0 (heptahydrit siranu Zeleznatého) p.a. - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska
Republika)

FeCl;.6H,O (hexahydrat chloridu Zelezitého) p.a. - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska
Republika)

NaOH (hydroxid sodny) p.a. - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)

Kkyselina acetylsalicylova (99%) p.a.- Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)
kyselina chlorovodikova 36% p.a. - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)
kyselina octova (99%) p.a. - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)

methanol p.a. - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)

TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin) p.a. - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)

CH3;COONa.3H,0 (trihydrat octanu sodného) p.a. - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska
Republika)

voda ¢iSténa reverzni osmozou - pfipravovand na Katedfe analytické chemie
(Farmaceuticka fakulta, Hradec Kralové, Ceska Republika)

4.2 Testované latky

trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) (97%) - Sigma-
Aldrich (Praha, Ceska Republika)

Kkyselina askorbova (99%) - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)
(+)-katechin (98%) - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)
Quercetin (98%) - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)
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EGCG (epigallokatechin-gallat) 90% - extrahovany ze zelenych listd Camellia sinensis
(Theaceae), Abatra Natural Chemicals, katal. ¢. A2-007

trans-resveratrol 95% - izolovany z Polygonum cuspidatum (Polygonaceae), Abatra
Natural Chemicals, katal. ¢. A2-022

pripravek ,.forever young“ - dopln¢k stravy firmy AVICENNA Company, spol. s.r.0.

1 tobolka obsahuje: Proanthocyanidinovou frakcei (95%) z ktiry Pinus pinaster (P. maritima)
80 mg, Schizandrinovou frakci (9%) z plodt Schisandra chinensis 45 mg, EGCG frakce
(90%) zlistd Camellia sinensis 25 mg, Anthokyanovou frakci (25%) z plodi Vaccinium
myrtillus 12,50 mg, Stilbenovou frakci (98% trans-resveratrolu) z ploda Vitis vinifera 12,50
mg, Flavonoidni frakci (98% quercetinu) z plodit Citrus sp. 10 mg, vitamin C 100 mg,
vitamin E 25 mg, vitamin B¢ 3 mg, vitamin B, 7,50 pg a kyselinu listovou 250,00 ug.

extrakt z oddenku Zingiber officinalis (Zingiberaceae) - s deklarovanym 10% obsahem
gingerolu

flavonoidni frakce z Humuli strobilus (Humulaceae) - s deklarovanym obsahem 10%
flavonoidi (véetné Xanthohumolu)

gallova kyselina (98%)— Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika)

ethylester Kkyseliny gallové - izolovany znadzemi casti rostliny Rhodiola rosea L.
(Crassulaceae) na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie

methylester kyseliny gallové - izolovany znadzemi ¢asti rostliny Rhodiola rosea L.
(Crassulaceae) na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie

Obrazek 12 Rhodiola rosea (Crassulaceace) - zdroj: http://www.gaiaherbs.com/images_herbs/rhodiola_rosea.jpg
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scopolin (7-glykosid-5-methoxykumarin), scopoletin (7-hydroxy-5-methoxykumarin),
umbelliferon (7-hydroxykumarin) - kumariny izolované na Katedfe farmaceutické
botaniky a ekologie Hradec Kralové z Evolvulus alsinoides (Convolvulaceae)

Obrazek 13 Evolvulus alsinoides (Convolvulaceae) - zdroj:

http://www.zimbabweflora.co.zw/speciesdata/images/14/147190-1-t.

4-OH-kumarin (99%)- Sigma-Aldrich (Praha, Cesk4 Republika)
16 syntetickych kumarini ziskanych od Prof. Sasa (Department of Human Physiology and

Pharmacology “Vittorio Erspamer”, University La Sapienza, Roma, Italy), syntetizované

skupinou Prof. Parmar (Department of Chemistry, University of Delhi, India):

» Hymecromon (4-methyl-7-hydroxykumarin) - krystalicka latka oznacena jako

BHC - 1

» 7,8-dihydroxy-4-methylkumarin a jeho derivaty C3 ethyester kyseliny octové a
C3 ethylester kyseliny propanové - krystalické latky oznacené jako (753), (784) a
(476)

» 6,7-dihydroxy-4-methylkumarin - zluta krystalicka latka oznacena jako (813)

» 5,7-dihydroxy-4-methylkumarin a jeho derivaty C3 ethylester kyseliny octové a
C3 ethylester kyseliny propanové — krystalické latky oznacené jako (777), (786) a
(779)
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» 7,8-diacetoxy-4-methylkumarin jeho derivaty C3 ethylester kyseliny octové a C3
ethylester kyseliny propanové — krystalické¢ latky oznacené jako (730), (821) a
(796)

» C3 ethylester kyseliny propanové 5,7-diacetoxy-4-methylkumarin - krystalicka
latka oznacena jako (764)

» 7,8-dimethoxy-4-methylkumarin a jeho derivat C3 ethylester kyseliny octové
(trigokumarin) - krystalické latky oznacené jako (823) a (827)

» 5,7-dimethoxy-4-methylkumarin a 5,7-dimethoxy-6-acetoxy-4-methylkumarin -
krystalické latky oznacené jako (825) a (801)

» 1,4-dihydroxyanthron - zluta krystalicka latka ¢. (864)

latex Croton lechleri (Euphorbiaceae) - Cisty latex ziskany z Perudnského kete, dodan
jako doli¢ny material Policii CR, kriminalni sluzbou, za G¢elem vypracovani znaleckého

posudku

CHCIl; extrakt latexu Croton lechleri (Euphorbiaceae) - chloroformovy extrakt byl
pfipraven vytfepanim 5 ml latexu 4x20 ml chloroformu, vytfepek byl zahustén na 100 ml;

dale upravovan podle potieb testu.

Obriazek 14 Latex vytékajici z poranéného kei'e Croton lechleri (Euphorbiaceae)- zdroj:

http://ccbolgroup.com/sangre/sangre.j




Obrazek 15 HPLC analyza latexu Croton lechleri(Euphorbiaceae)
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kyselina ent-kaur-16-en-19-ova - izolovéana z jazykovitych kvéth Helianthus annuus
(Asteraceae) na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové, Ceska

Republika.

stigmasterol (3p-Hydroxy-24-ethyl-5,22-cholestadien) — izolovan z jazykovitych kvéta
Helianthus annuus (Asteraceae) na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec

Kralové, Ceska Republika.
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4.3 Metodika méreni antioxidacni aktivity

4.3.1 DPPH radikalovy test

Tato automatizovand metoda je zaloZena na reakci stabilniho fialové zbarveného radikalu
DPPH (2,2’-difenyl-1-picrylhydrazyl radikal) s antioxidantem. Dochézi ke zhaSeni DPPH
radikélu projevujici se blednutim roztoku DPPH a poklesem jeho absorbance méfené pii 525
nm. Pokles absorbance je umérny koncentraci antioxidantu ve vzorku (BONDET V.,1997).
Tato metoda byla upravena ve spolupraci Katedry analytické chemie a Katedry
farmaceutické botaniky a ekologie (Farmaceutickd fakulta UK, Hradec Kralové) pro ucely
antioxida¢niho screeningu rostlinnych extrakt i Cistych latek. Vyvinutd metoda pouziva
programovatelného SIA (sekvencni injekéni analyza) systému (POLASEK M., 2004). SIA
vyuziva systému hadicek, misici civky, pistového Cerpadla, piepinaciho ventilu, priitokové
cely a spektrofotometrického detektoru k automatickému méfeni DPPH radikaly
vychytavajici aktivity testovanych vzorkl. Schéma systému je zobrazeno na Obr. 16. Méfeni
DPPH radikaly zhéaSeci aktivity rostlinnych extraktli a izolovanych latek bylo provedeno na
pocitaCem fizeném piistroji FIAlab 3000 (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA)
vybavenym 2,5 ml pistovym cerpadlem, Sesticestnym piepinacim ventilem, USB2000-
UV/VIS spektrofotometrem s LS-1 svételnym zdrojem (Ocean Optics, USA) a SMA-Z
pritokovou celou. Objem misici civky byl 0,6 ml, primér 0,72 mm (Watrex, Praha, Ceska

Republika).

Zakladni roztoky lyofilizovanych rostlinnych extraktli a izolovanych latek byly pfipraveny
rozpusSténim asi 1 mg vzorku v ethanolu (50% v/v) tak, aby vyslednd koncentrace byla 1
mg/ml. Rozpousténi probchlo v ultrazvukové lazni pii stupni 10 po dobu 10 min za
laboratorni teploty. Zakladni roztoky byly dale nafedény ethanolem (50% v/v) na
koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,005
mg/ml a 0,0001 mg/ml. Jako nosny proud byl pouZit ethanol (50% v/v). Roztok DPPH byl
pfipraven rozpusténim 3,9 mg DPPH do 100 ml 50% (v/v) ethanolu.
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DPPH zhaSeci aktivita vzorkli byla popsana zhaSecim indexem (%Q) definovanym jako

relativni pokles absorbance DPPH roztoku vyvolany pfidavkem antioxidantu:

%Q:%xloo

0

kde Ay je absorbance samotného DPPH roztoku bez vzorku a A je absorbance DPPH
roztoku po pifidani a promichéni se vzorkem. U kazdého vzorku byla zméfena a vypoctena
hodnota %Q pro uvedené koncentrace a sestrojena kiivka zéavislosti %Q na koncentraci

vzorku. VSechny vzorky byly méfeny nejméné 3x.

VZOREK F CINIDLO DETEKTOR

PISTOVE
CERPADLO

Obrazek 16 Schéma SIA systému. — zdroj:
Manual k pristroji FIAlab 3000 analyser
(FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA)
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4.3.2 FRAP metoda

FRAP metoda je jednoducha, spolehliva, spektrofotometrickd metoda zaloZzena na schopnosti

: : o + + +
antioxidanti redukovat Fe’" na Fe’’. Fe’

jsou meéteny spektorfotometricky métenim
barevného (modrého) komplexu s 2.4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin (TPTZ), jehoz absorpcni

maximum je pfi 595 nm (HUANG D., 2005).

+antioxidant

[Fe")(TPTZ),]’ <t——— 3 [Fe(II)(TPTZ),]*"
-€

Vsechny experimenty byly délany dle ¢lanku (FIRUZI O., 2005). Na mikrodesti¢ku typu P
(Brand 400 pl, Fisher) bylo naneseno do 4 jamek 25 ul latky v rizné koncentraci 10-200 uM.
Vsechny latky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu nebo methanolu. Reakéni FRAP roztok
byl ptipraven smichdnim 10 ml roztoku A + 1 ml roztoku B + 1 ml roztoku C a zahtatim na

37°C.

e Roztok A — 300 mM acetatovy pufr, jehoz pH bylo upraveno na 3,6 pomoci kyseliny

octové
e Roztok B — 20 mM vodny roztok FeCl;.6H,O
e Roztok C — 10 mM TPTZ rozpustény v 40 mM HCI

175 ul FRAP roztoku, vzdy Cerstveé piipraveného a zahiatého na 37 °C bylo pfidano k latkam
do tfech jamek, do ctvrté pak bylo pfidano 175 pl acetitového pufru (slepy vzorek).
Absorbance roztoku byla méfena pii 595 nm na pfisroji microplate reader (Anthos 2010) po
4 minutach a poté v ¢asovych intervalech (10 minut) az po dobu 120 min. Zména absorbance
AAsysnm byla pocitana jako rozdil absorbance slepého vzorku (substance + acetatovy pufr) a
smési (175 pl FRAP roztoku +25 pl rozpoustédla pouzit¢tho na rozpusténi daného
antioxidantu) a absorbance antioxidantli pro kazdy casovy interval. VSechny latky byly
testovany nejméné trikrat. FRAP hodnota pro cCasovy interval ¢ (FRAP hodnota ;) byla

pocitana dle vzorce:
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FRAP hodnota (M) = (Aa, L/Aa, Fe**) x 107

Kde Aa; L je zména v Casovém intervalu t (4 a 60 minut) vztazena k testované latce pii
koncentraci 1 x 10°M a Aa; Fe?* je zmeéna absorbance ve stejném Casovém intervalu vztazena
na zeleznaté ionty pfi stejné koncentraci. Jako standardy byly vyuzity znamé antioxidanty

trolox, kyselina askorbova a (+)-katechin.

4.4 Metodika méreni agregace desticek

Pro urcovani antiagregacni aktivity latek a rostlinnych extrakti byla pouzita metoda optické
agregometrie popsana vyse v teoretické casti. Stupen agregace desticek byl sledovan pomoci
agregometru Chrono-log 500-Ca (Chrono-Log Co., USA) spojenym s osobnim pocitacem.
Proces agregace byl sledovan po dobu péti minut a vyhodnocovan programem Aggro/Link
for Windows, verze 4.75 (Chrono-Log Co.,USA).

Jako darci krve slouzili zdravi dobrovolnici, nekuféci, ktefi neuzivali po dobu alespon 10 dnt
zadnou latku ovliviiujici funkci desticek. Krev byla odebirana na transfuzni stanici Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové. Jako antikoaguacni latka slouzil 3,8% citran sodny, ktery
neovliviiuje agregacni funkci desti¢ek. Krev byla po odbéru centrifugovana (centrifuga U-
32R, Boeco) 10 minut pii 240 x g za laboratorni teploty. Tim byla ziskana PRP. Po jejim
odd¢leni byla krev dale centrifugovana dalSich 15 minut pfi 600 x g za laboratorni teploty a
byla ziskana PPP. Pocet desticek v PRP byl urcen na Oddéleni klinické hematologie 2.
interni kliniky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Mnozstvi desti¢ek bylo nésledné
nafedéno pomoci PPP jako dilu¢niho média na hodnotu 250 x 10°/1.

Vsechny latky i1 rostlinné extrakty byly pied métenim rozpuStény v DMSO. Do sklenéné
silikonizované kyvety bylo pfidano 490 ul PRP, kyveta byla nasledné¢ vlozena do
temperované¢ho (37 °C) agregometru, obsah byl promichdvidn za pomoci magnetického
michadla. Po tfech minutach bylo pfidano 10 pl rozpoustédla (DMSO) (kontrola). Po péti
minutach byl do kyvety piidan jeden z agonistli agregace (AA-vysledna koncentrace v kyveté
0,5 mM/ml; ADP-vysledna koncentrace v kyveté¢ 10 uM/ml; COL vysledna koncentrace

2 pg/ml). Tyto koncentrace byly zvoleny tak, aby u primérného vzorku zdravé populace lidi
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vyvolaly v PRP agregaci trombocytii v rozsahu 70-99 % (JUN D., 2005). Pokud by byl darce
postizen nékterou z poruch agregace desticek nebo by uzil 1€k, ktery ji snizuje, projevilo by

se to pii méfeni kontrolniho vzorku.

4.5 Statisticka analyza

Statisticka analyza vySe zminénych testi byla vyhodnocovana parovym Studentovym t-
testem v programu GraphPad Version 3.02 for Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). Za statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty s hladinou vyznamnosti p <
0,05. Jednotlivda méfeni byla opakovana nejméné tiikrat. VySe uvedeny program byl pouzit

také pro vypocet hodnot ECsy (ICsp) u méfenych latek.
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5 EXPERIMENTALNI CAST - VYSLEDKY
5.1 Vysledky méreni antioxidacni aktivity

5.1.1 Vysledky DPPH testu
Vysledky radikdlového DPPH testu jsou prezentovany jako hodnoty ECsy (uM) a/nebo jsou

popsany zhaSecim indexem (%Q) definovanym jako relativni pokles absorbance DPPH

roztoku vyvolany pridavkem antioxidantu.
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Tabulka 1 Hodnoty ECs, (mg/ml) a relativni pokles absorbance DPPH (Q%) testovanych polyfenolt pfi

koncentraci 0,25 mg/ml

EGCG 90% i . 0,00740,0012 83,97%5,8
H
OH ° ‘OH
O
J .
HO’ (¢} O
'OH
OH
95% trans -resveratrol oH 0,06310,013 64,8+7,5
HO!
& \1
OH
pfipravek “forever young” 0,005%0,004 94,316,2
extrakt Zingiber officinalis P >1 24,95+2,2
Ho/(;/\)K/KAA
OCH;
flavonoidni fraxce Humuli strobilus 0,091+0,013 60,9+3,6
gallova kyselina o 0,0025%0,002 92,8+4,2

HO' OH

OH
ethyl-gallat o 0,0038+0,001 91,542,3
HO’ OH
o~ 0,028+0,0122 7315,3
HO’ Ol

0,
OH
[e]
OH
CH,
CHs
HQ

methyl-gallat

H
trolox 0,00696+0,002 97+12
HsC o s
COOH
HO

0,0075%0,000150 90,9+2,5

kyselina askorbova

3L

O __o
HO oH

41



Graf 1 Hodnoty ECsy (mg/ml) testovanych polyfenoli a

rostlinnych extrakti, troloxu a askorbové Kkyseliny
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Graf 2 Zavislost relativniho poklesu absorbance radikalu
DPPH (Q%) na koncentraci (mg/ml) testovanych polyfenolii,

rostlinnych extrakti, troloxu a kyseliny askorbové
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Testované latky

Z polyfenolickych sloucenin vykézala nejvétsi radikal zhaSeci aktivitu kyselina gallova
(ECso=0,0025 £ 0,002 mg/ml, Q= 92,8 £ 4,2 %), ethyl-gallat (ECso= 0,0038 = 0,001 mg/ml,
Q=91,5 + 2,3 %), epigallokatechin-gallat (ECsp= 0,007 £ 0,0012 mg/ml, Q= 83,97 + 5,8 %).
Jako standard slouzil trolox (ECsp= 0,00696 £ 0,002 mg/ml, Q= 97 £ 12 %) a kyselina
askorbova (ECsp=0,0075 £ 0,0015 mg/ml, Q= 90,9 £+ 2,5 %). (Tab.1, Graf 1 a 2).
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Tabulka 2 Hodnoty ECsy (uM) a relativni pokes absorbance DPPH (Q%) testovanych kumarini a

znamych antioxidanti p¥i koncentraci latek 750 pM

1 scopoletin H H H OMe OH H >750 15,1+1,2
2 4-OH-kumarin H OH H H H H >750 5,1+0,33
3 umbelliferon H H H H OH H 2750 6,3+2,1
4 scopolin H H H OMe H >750 3,8+1,05
HO/E
5 BHC- H Me H H OH H 2750 4,5+1,07
1(hymecromon)
6 753 H Me H H OH OH 24,9+2,7 89,5%5,2
7 784 CH,COO0C,Hs Me H H OH OH 24,0%3,5 83,3+7,5
8 476 CH,CH,COOCHs  Me H H OH OH 27,0£2,2 90,6+7,3
9 813 H Me H OH OH H 74,7+4,9 89,245,2
10 777 H Me  OH H OH H 2750 6,5+2,2
11 786 CH,COO0C,Hs Me  OH H OH H 2750 9,7+1,3
12 779 CH,CH,COOC,Hs Me  OH H OH H 2750 18,813,2
13 730 H Me H H OAc OAc  492,8+12,5 7846,5
14 821 CH,COOC,Hs Me H H OAc OAc  517,2+16,8 67,29+7,9
15 796 CH,CH,COOCHs  Me H H OAc OAc  415,4+13,3 80,7+1,2
16 764 CH,CH,COOC,Hs Me  OAc H OAc H 2750 5,2%2,2
17 823 H Me H H OMe OMe 2750 4,9+1,5
18 827(trigokumarin) CH,COOC;,Hs Me H H OMe OMe >750 7,3%1,7
19 733 H Me OMe H OMe H >750 5,4+2,2
20 825 CH,COO0C,Hs Me OMe H OMe H 2750 9,1+1,6
21 801 H Me OMe OAc OMe H 2750 3,2%1,2
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22 864 OH 67,34,3 88,614,2
o) OH
23 trolox CHj 27,843,02 93+1,5
HsC o_ FCHs
COOH
HO
CH3
24 (+)-katechin OH 49,2+4,2 95,548,3
OH
HO 0
R
S
OH
OH
25 kyselina askorbova HQ 42,4+3,1 93,2+6,8
B 0. o
HO
HO OH




Graf 3 Hodnoty ECsy (nM) testovanych kumarini a

znamvch antioxidanti
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Testované latky

Ortho-dihydroxy-4-methylkumariny (6-9), 1,4-dihydroxyanthron (22) a znamé antioxidanty
(23-25) vykazaly excelentni zhaSeci schopnost. Ortho-diacetoxy-4-methylkumariny (13-15)
vykdzaly stiedni radikal zhaSeci aktivitu. Ostatni slouCeniny maji jen slabé antioxidacni
schopnosti (Tab. 2, Graf 3, 4). Zavislost relativniho poklesu absorbance DPPH roztoku Q%
na koncentraci 7,8-dihydroxy-4-methylkumarinu (6), 7,8-diacetoxy-4-methylkumarinu (13),
scopoletinu (1) a standardu troloxu (23) je zobrazena v grafu 5. 7,8-dihydroxy-4-methyl-
kumarin mé schopnost zhéaset radikal DPPH pii obdobnych koncentracich jako standard
trolox. 7,8-diacetoxy-4-methylkumarin vykézal stfedni radikal zhaSeci aktivitu. Pfirodni
kumarin scopoletin vykazal jen slabou radikal zhéSeci aktivitu. Vypocet schopnosti
antioxidantu zhaset radikal (Q%) byl potizen dle vzorce uvedeného v kapitole 4.3. (Metodika

méieni antioxidacni aktivity).
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Graf 4 Zavislost relativniho poklesu absorbance DPPH roztoku
(Q%) na koncentraci 7,8-dihydroxy-4-methylkumarinu (6), 7,8-
diacetoxy-4-methylkumarinu (13), scopoletinu (1) a troloxu (23)
7,8-diacetoxy-4-methylkumarin (13)
7,8-dihydroxy-4-methylkumarin (6)
trolox (23)
—— scopoletin (1)
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Vysledky schopnosti kumarinti vychytavat volné radikaly jsou soucasti publikace:

Rehakova Z., Koleckar V., Cervenka F., Jahodar L., Saso L., Opletal L., Jun D., Kuca K.:
DPPH radical scavenging activity of several naturally occurring coumarins and their
synthesized analogues measured by SIA method. Toxicol. Mechan. Methods, 18(5), 2008,
413-418.

Déle byla testovana antioxidacni aktivita pomoci testu DPPH latexu peruanského keie

Croton lechleri (Euphorbiaceae), zvaného ,,Draci krev®.
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Tabulka 3 Hodnoty ECs) (mg/ml) a relativni pokles absorbance DPPH roztoku (Q%) p¥i koncentraci

testovaného latexu Croton lechleri, jeho chloroformového extraktu a standardu troloxu 0,25 mg/ml

latex Croton lechleri 0,0347+0,018 87+6,2

chloroformovy extrakt 0,7+0,03 30+5,2
latexu Croton lechleri

trolox 0,00696+0,002 97112,5

Graf 6 Hodnoty ECs) (mg/ml) cistého latexu Croton

lechleri, jeho chloroformového extraktu a troloxu
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Graf. 7 Zavislost relativniho poklesu absorbance DPPH
roztoku (Q%) na koncentraci chloroformového extraktu

latexu Croton lechleri, Cistého latexu Croton lechleri a troloxu
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Testované latky

Cisty latex Croton lechleri (Euphorbiaceae) vykazal vyraznou radikal zhaseci aktivitu. Pii
koncentraci 0,25 mg/ml poklesla absorbance DPPH roztoku o 87 + 6,2 %. Nicméné& hodnota
ECsp (mg/ml) Cistého latexu je zhruba 5x niz$i nez u standardu troloxu. Zavislost relativniho
poklesu absorbance DPPH roztoku (Q%) na koncentraci je zndzornéna v grafu 7.
Chloroformovy extrakt ¢istého latexu Crofon lechleri vykazal vyrazné nizsi radikal zhaseci

aktivitu oproti Cistému latexu.
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Z butanolového extraktu jazykovitych kvétd Helianthus annuus (Asteraceae), byly
vyizolovany dvé slouceniny: kyselina ent-kaur-16-en-19-ova a stigmasterol. Tyto latky

nevykazaly Zadnou radikal zhéaseci aktivitu.

Tabulka 4 Vysledky DPPH testu testovanych litek izolovanych z Helianthus annuus (Asteraceae)
vyjadiené jako ECsy (uM)

21500

21 22

21500
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5.1.2 Vysledky FRAP antioxidacniho testu

Vysledky FRAP testu (Ferric reducing antioxidant power) jsou uvedeny jako FRAP hodnoty
(uM) métené po 4 a 60 minutach. VSechny vysledky byly méteny a pocitany, jak je uvedeno

v kapitole 4.3. (Metodika méfeni antioxidacni aktivity).

Tabulka 5 Vysledky FRAP testu (uM) testovanych polyfenolii a znamych antioxidanti méfeno po 4 a 60

minutach (£ S.D.)

EGCG 90% 62,7+3,8 90,2+7,4

OH
95% trans- Ho Q \ O 12,5+4,1 25,95%3,8
Ol

resveratrol
H
[¢] OH
extrakt Zingiber
0,2416,2 5,85%3,5
officinalis Ho
OCHj
trolox 21,5+1,2 22,2+1,4
OH
(+)-katechin 20,7+0,3 44,1+1,05
quercetin 66,915,2 98,314,8
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Graf 8 Hodnoty FRAP testu uvedené v Tabulce 5
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Graf 9 Zmény absorbance (595 nm) na ¢ase pii koncentraci

mérenych polyfenoli a znaimych antioxidantd 10 pM
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Z testovanych polyfenolti vykazal nejvétsi schopnost redukovat zelezité ionty 90%
epigallokatechin-gallat. Jeho FRAP hodnoty po 4 a 60 minutich se blizi hodnotdm
polyfenolu quercetinu, ktery v tomto testu vykazal nejvyssi redukcni aktivitu. Také 95%
trans-resveratrol vykazal zelezito-reduk¢ni ucinek, FRAP hodnota po 60 minutach se blizi
hodnotdm standardu troloxu. Pro porovnani byly vybrany latky s riznou Zelezito-redukcni
aktivitou. V grafu 9 je zndzornéna zavislost zmény absorbance pifi 595 nm na Case (min)
polyfenoli testovaného ECGG, trans-resveratrolu, troloxu a extraktu Zingiber officinalis,

jehoz zelezito-redukeni aktivita je pouze zanedbatelna.
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Tabulka 6 Vysledky FRAP testu (uM) testovanych kumarini a znamych antioxidanti méieno po 4 a 60
minutach (£ S.D.)

1 scopoletin H H H OMe OH H 19,813,6 38,616,1
2 4-OH-kumarin H OH H H H H ~0 2,85+1,1
3 umbelliferon H H H H OH H ~0 ~0
4 scopolin H H H OMe H ~0 ~0
5 BHC- H Me H H OH H ~0 ~0
1(hymecromon)
6 753 H Me H H OH OH 20,3%3,3 43,9+5,9
7 784 CH,COOC;Hs Me H H OH OH 22,2+1,6 45,4+6,2
8 476 CH,CH,COOC;Hs Me H H OH OH 31,445,3 71,4+0,8
9 813 H Me H OH OH H 38,3+0,9 72,8%5,2
10 777 H Me OH H OH H ~0 ~0
11 786 CH,COOC;Hs Me OH H OH H 0,31#0,1 9,7+0,4
12 779 CH,CH,COOC;Hs Me OH H OH H 0,28+0,03 9,52+0,7
13 730 H Me H H OACc OAc 0,11+0,01 3,4+0,05
14 821 CH,COOC;Hs Me H H OAc OAc 0,29+0,03 5,4+0,05
15 796 CH,CH,COOC;Hs Me H H OAc OAc 7+2,1 15,4+1,3
16 764 CH,CH,COOC;Hs Me OAc H OAc H ~0 2,5+0,5
17 823 H Me H H OMe OMe ~0 ~0
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18 827(trigokumarin) CH,COOC;Hs Me H H OMe OMe ~0 ~0
19 733 H Me OMe H OMe H ~0 ~0
20 825 CH,COOC;Hs Me OMe H OMe H ~0 2,5+0,4
21 801 H Me OMe OAc OMe H ~0 2,5+0,5
22 864 OH
o
O O 13,7+1,5 25,543,8
o) OH
23 trolox CHs
HsC N
COOH 19,3%1,2 20,2+1,4
HO
CH,
24 (+)-katechin OH
OH
Ho o 20,730,3 44,1+1,05
\\é
OH
25 quercetin
66,9+5,2 98,3+4,8
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Graf 10 Hodnoty FRAP testu (uM) uvedené v tabulce 6
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Graf 11 Zména absorbance (595 nm) na c¢ase pii koncentraci
méienych  o,m-dihydroxy-4-methylkumarini, quercetinu a

troloxu pii koncentraci 10 pM

quercetin
6,7-dihydroxy-4-methylkumarin
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Z testovanych pfirodnich kumarint vykazal nejvyssi zelezito-reduk¢ni aktivitu scopoletin. Ze
syntetickych kumarinti pak skupina ortho-dihydroxy-4-methylkumarint, jak je vidét z Tab.6,
Graf 10. Zavislost zmény absorbance 595 nm na Case u ortho a meta-dihydroxy-4-
methylkumarinli je znézornéna v grafu 11. 7,8-dihydroxy-4-methylkumariny a 6,7-
dihydroxy-4-methylkumariny maji vynikajici Zelezito-reduk¢ni schopnost. Oproti tomu

meta-dihydroxy-4-methylkumariny nevykdzaly Zadnou Zelezito-reduk¢ni aktivitu.

Tabulka 7 Vysledky FRAP testu (uM) testovanych latek izolovanych z Helianthus annuus (Asteraceae)

méieno po 4 a 60 minutach (+ S.D.)

0,011+0,02 0,012+0,01

21 22

~0 0,04+0,01

Latky izolované z butanolového extraktu H. annuus nevykéazaly zadnou Zzelezito-redukéni

aktivitu.
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5.1.3 Vysledky antiagregacni aktivity

Vysledky antiagregacni aktivity jsou vyjadieny v %, jako antiagregaéni aktivita pti celkové
koncentraci 0,5 mg/ml PRP a nebo jako hodnoty ICsy (uM) £ S.D. Jako agregacni Cinitelé
byly pouzity ADP, kolagen a kyselina arachidonova. Vsechny pokusy byly délany dle

postupu uvedeného v ¢asti 4.4.( Metodika méteni antiagregace desticek).

Tabulka 8 Vysledky antiagrega¢ni aktivity (%) polyfenoli pFirodniho piivodu

AA

EGCG 90%

95% trans-resveratrol 93+6,1 _

pfipravek “forever young” 87154 _

extrakt Zingiber officinalis 29+3,2 _
HO'

flavonoidni fraxce Humuli strobilus 812,9 511,4 _

U ADP indukované agregace vykdzal nejvyssi antiagregacni ucinek 95% trans-resveratrol
(antiagregacni aktivita 67 + 4,7 %). Ostatni testované polyfenoly vykazaly pouze slabou
antiagregacni aktivitu. U COL vyvolané agregace vykazal nejvyssi antiagregacni ti€inek 95%
trans-resveratrol (antiagregacni aktivita 93 + 6,1 %), ale rovnéz 90% ECGG (antiagregacni
aktivita 72 £ 5,7 %) a ptipravek ,forever young®“ (antiagregacni aktivita 87 + 5,4 %)

vykézaly vynikajici antiagregacni aktivitu.

Antiagregacni aktivita u AA indukované agregace nebyla méiena.
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Graf 12 Antiagregac¢ni aktivita testovanych polyfenoli
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Graf 13 Antiagregacni aktivita tesotvanych polyfenoli
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Tabulka 9 Vysledky antiagregacni aktivity kumarind prirodniho piivodu a jejich syntetickych analogii

Testovana latka 1Cso (M) £ S.D.
ADP coL AA

1 scopoletin >1500 390435 40628
2 4-OH-kumarin 21500 21500 21500
3 umbelliferon >1500 1480456 120066
4 scopolin >1500 >1500 >1500
5 BHC-1 21500 21500 21500
6 753 21500 634451 187431
7 784 21500 1078+64 168+37
8 476 21500 1026+48 54752
9 813 1439+32 64951 395+33
10 777 420+34 312+35 4518,2
11 786 875+39 450+22 23,3+4,5
12 779 821+43 199+18 17,5+2,4
13 730 21500 670+35 236+48
14 821 1297+54 706+19 230+31
15 796 531+28 415+29 375+38
16 764 585+17 698+25 372+36
17 823 1180451 681+38 254+42
18 827 (trigokumarin) 21500 972+42 522421
19 733 21500 21500 635+53
20 825 21500 522+27 1350+36
21 801 1079452 965+25 575+37
22 864 21500 356+36 16,9£3,5
23 ASA - 84,8+ 11 16,1+1,2
24 dipyridamol 122,5+13 - -
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Jak je patrné z Tab.9 antiagregacni aktivita méfena v plazmé bohaté na desticky (PRP),
jejichz agregace byla vyvoldna arachidonovou kyselinou (AA), vzrasta (ICsy klesd)
v nésledujicim  pofadi:  5,7-dihydroxy-4-methylkumarin ~ (10) >  7,8-dihydroxy-4-
methylkumarin (6) > 6,7-dihydroxy-4-methylkumarin (9). 5,7-dihydroxy-4-methylkumarin
(10) a jeho C3 ethylester kyseliny octové (11) a C3 ethylester kyseliny propanové (12)
vykézaly vynikajici antiagregacni aktivitu u agregace vyvolané (AA). Jejich hodnoty ICsg

jsou porovnatelné s hodnotami acetylsalicylové kyseliny (23).

5,7-dihydroxy-4-methylkumarin a jeho C3 derivaty (10-12) také inhibuji signifikantn¢ ADP
a COL-vyvolanou agregaci desticek.

Antiagregacni aktivita, kdy agonista agregace je kolagen, vzrista v nasledujicim potadi: 5,7-
dihydroxy-4-methylkumarin (10) > 6,7-dihydroxy-4-methylkumarin (9) > 7,8-dihydroxy-4-
methylkumarin (6). Antiagregacni aktivita byla porovnéna u dihydroxy-4-methylkumarinu,
diacetoxy-4-methylkumarinu a dimethoxy-4-methylkumairnu a jejich derivati C3 ethylesteru
kyseliny octové a C3 ethylesteru kyseliny propanové. Inhibi¢ni aktivita agregace destiCek
vzrustala v nésledujicim potadi: 5,7-dihydroxy-4-methylkumarin (10) > 5,7-diacetoxy-4-
methylkumarin (16) > 5,7-dimethoxy-4-methylkumarin (19).

Nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil v inhibici agregace desti¢ek vyvolané COL, ADP
nebo AA u téchto méfenych latek: 7,8-dihydroxy-4-methylkumarinu (6), 7,8-diacetoxy-4-
methylkumarinu (13) a 7,8-dimethoxy-4-methylkumarinu (17). Podle téchto vysledkli neni
ptedpokladan zadny vztah mezi funkénimi derivaty navazanymi v poloze 7,8 na benzenovém

jadre a antiagregacni aktivitou u téchto latek.

Navic byla testovdna latka 1,4-dihydroxyanthron (22), kterda vykazala signifikantni
antiagregacni aktivitu, pokud agregace desticek byla indukovana AA. Jeho aktivita (ICsg
=16,9 £ 3,5 uM) je porovnatelna se standardem ASA (ICso= 16,1 = 1,2 uM) (23). V ptipade
ze agregace byla vyvolana COL, antiagregacni GCinek je srovnatelny s 5,7-dihydroxy-4-
methylkumarinem (10). Tato latka ale nevykdzala zadnou vétsi inhibi¢ni aktivitu u agregace
vyvolané ADP. Piestoze antiagregacni schopnost testovanych kumarini byla niz§i nez u
testovanych standardti dipyridamolu (24) a ASA (23), skupina 5,7-dihydroxy-4-

methylkumarinu a jeho C3 ethylesteru kyseliny octové a C3 ethylesteru kyseliny propanové
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(10-12) vykazala porovnatelnou atiagregacni aktivitu méfenou in vitro v PRP, kdy agregace

byla indukovana AA.

Tabulka 10 Vysledky antiagregacni aktivity latexu Crofon lechleri (Euphorbiaceae) a jeho

chloroformového extratku jsou uvedeny jako % p¥i koncentraci latky 0,5 mg/ml PRP

Mérené vzorky ADP coL AA
latex Croton lechleri 100+11 100+14 100+9
chloroformovy extract latexu Croton lechleri 81,3349 100+12 67+8,5

Dale byla testovana antiagregacni aktivita latexu peruanského kete Croton lechleri
(Euphorbiaceae) zvaného ,,.Draci krev. Latex Croton lechleri snizoval agregacni aktivitu
¢initell pii celkové koncentraci 0,5 mg/ml (PRP) o 100 + 14 % u agragace vyvolané (COL),
o 100+ 11 % u agragace vyvolané (ADP) a o 100+9 % u agregace vyvolané¢ (AA).
Antiagregacni aktivita chloroformového extraktu cistého latexu o findlni koncentaraci

0,5 mg/ml (PRP) byla 100 + 12 % (COL), 81,33 + 9 % (ADP) a 67 + 8,5 % (AA).
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Graf 14 In vitro inhibi¢ni aktivita latexu Croton lechleri a jeho chloroformového extraktu na agregaci

desticek v PRP, indukovanou AA, COL a ADP

150-
;\? — ADP
! 3 coL
§ 100- T T T T /1 AA
S T
o T
o
® 50
()]
S
<
<

0 T T
latex Croton lechleri CHCI, latex Croton lechleri

Latky z Helianthus annuus (Asteraceae): kyselina ent-kaur-16-en-19-ova a stigmasterol

nevykazaly zadnou antiagregacni aktivitu.
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6 DISKUSE

Hledani novych latek ptirodniho ptvodu, které by vykazovaly vhodné biologické ucinky
(napf. antioxidaéni, antiagrega¢ni, antifungalni apod.) je celosvétovym trendem. Casto jsou
hledany takové latky popf. rostlinné extrakty, které maji vyrazny antioxidacni ucinek a které
zaroven disponuji jinymi terapeuticky vyuzitelnymi U¢inky (napf. antiagregacni aktivitou).
Pfirodni antioxidanty jsou nejCastéji polyfenolické rostlinné sekundarni metabolity
(polyfenoly) mezi néz patii fenolické kyseliny, hydroxyskoticové kyseliny, naftochinony,
kumariny, flavonoidy nebo taniny. Rostlinné polyfenoly jsou jednou z nejrozsifenéjSich
skupin rostlinnych sekundarnich metaboliti (znamo je zhruba 8 000 struktur) a jsou dalezitou
soucasti vyzivy (ovoce, zelenina, S§tdvy). Mnohé studie poukazuji na pozitivni efekt
konzumace potravy bohaté na piirodni polyfenoly na lidské zdravi napi. na kardiovaskularni
systém (taniny), karcinogenezy (flavony), postmenopauzalni syndrom u zen (isoflavony),
nebo zlepSeni metabolismu (katechiny). Antioxidacni aktivita téchto latek byla testovana
vuci celé tade¢ radikalt (napi. DPPHe, HOe, O,¢, ROO-* atd) (NANJO F., 1996; HANASAKI
Y., 1994; DUGAS A.J., 2000). Krom¢ antioxida¢ni aktivity se rostlinné polyfenoly vyznacuji
také Sirokym spektrem jinych biologickych vlastnosti, jako je anti-alergicky, anti-
vasodilata¢ni efekt. Flavonoidy maji navic schopnost inhibovat lipidovou peroxidaci,
agregaci krevnich desticek, snizuji kapilarni permeabilitu a aktivitu enzymovych systémi,
véetné cyklo-oxygenas a lipoxygenas ( BRAVO L., 1998; WILLIAMSON G., 2005;
BALASUNDRAM N., 2006; BELINKY P.A., 1998).

Dalsi vyznamnou skupinou sekunddrnich metabolitii, kterou se zabyvala tato prace jsou
kumariny. Vice nez 300 kumarinii bylo identifikovano v pfirodnich zdrojich, zejména
v zelenych rostinach. Farmakologické a biologické vlastnosti a terapeutickd aplikace
jednoduchych kumarinti zalezi na stupni jejich substituce. Existuje mnoho studii zabyvajici
se biologickou aktivitou kumarin. Napt. Kumarin (1,2-benzopyran) je dlouho zndm pro
svoje pfiznivé ucinky na lymfoedém u muzi. Scoparon (6,7-dimethoxykumarin) izolovan
z Cinské rostliny Artemisia scoparia redukuje proliferativni reakce na lidskych perifernich
mononukledrnich bunkach, relaxuje hladké svalstvo, redukuje cholesterol a triglyceridy a

snizuje  charakteristické  patomorfologické  zmény u  diabetickych  kralikid
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s hypercholesterolemii. Tato latka navic vykazala schopnost vychytadvat volné radikaly a
inhibuje tyrosinkinasu ( RAJ H. G., 1998). Eskuletin izolovany z Euphorbia lathyris vykazal
inhibi¢ni U¢inek na tyrosinasu. Vztah mezi strukturou a uc¢inkem urcovany u pé€ti analogl
eskuletinu dokazuje, ze hydroxylové skupiny vpoloze C6 a C7 hraji dulezitou roli
v inhibi¢ni aktivité tyrosinasy (MASAMOTO Y., 2003). Kumariny izolované z ¢inskych
drog byly testovany pro inhibi¢ni Uc€inky lipidové peroxidace v homogenatech ledvin a
mozku krys a pro vliv na hemolyzu erytrocytd krys. Kumarin xanthotoxol (8-
hydroxypsoralen) inhibuje lipidovou peroxidaci a prokéazal vliv na hemolyzu erytrocytt.
Kumariny bergapten a angelicin mély mirny vliv na lipidovou peroxidaci testovanou v
mozkovych a ledvinovych homogenatech. Bylo prokazano, ze pro antioxidac¢ni ucinek je
dilezita ptfitomnost hydroxyskupiny na aromatickém jadie (NG T.B., 2000). Kumarinové
derivaty mansorin A a mansorin B ze dfeva Mansonia gagei byly testovany pro antifungalni
ucinky proti Cladosporium cucumerinum a Candida albicans a dale proti larvam Aede
aegypti a pro antiradikalové ucinky v testu DPPH. Tyto kumarinové derivaty vykazaly
antifungélni G¢inek proti Cladosporium cucumerinum (TIEW P., 2003). Z Hybiscus syriacus
byly izolovany kumariny scopoletin a cleomiscosin A, C a D, kumarinové analogy a
kumarolignany. Kumarinové analogy a scopoletin vyrazn¢ inhibovali monoaminoxidasu.
Kumarolignan a cleomiscosin C vykazaly inhibici lipidové peroxidace porovnatelnou

s vitaminem C (YUN B.S., 2001).

V literature se vyskytuje velmi mnoho praci, zabyvajici se antioxida¢nimi ucinky a to nejen
1é¢ivych rostlin, ale také potravnich doplikl apod. Znamé jsou zejména antioxidacni Gcinky
flavonoidii a procyanidinti vina, citrusovych plodii nebo zeleného ¢aje. Do stfedu zajmu se
dale dostavaji napt. derivaty kurkuminu, latky z Rozmarinus officinalis a Salvia officinalis,
latky izolované ze zazvoru, nebo rostlinnd barviva z taxoni Celedi Amaranthaceae (CAI
Y.Z., 2003). Soucasné s narlstajicimi poznatky o oxidaénim stresu se zvySuje zijem
o aplikaci antioxidant pro Gcely 1é€by chorob zplsobenych oxida¢nim stresem a vyviji se
mnoho analytickych metod, které slouzi k ur€ovani antioxida¢ni aktivity jak ptirodnich, tak
syntetickych latek. Tyto testy hodnoti schopnost potenciondlnich antioxidanti eliminovat
ruzné druhy radikali (TEAC test, DPPH test, ORAC test apod.), schopnost chranit pred

lipidovou peroxidaci nebo urcuji redoxni potencidl latek (FRAP, cyklickd voltametrie)
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(BONDET V., 1997; RICE-EVANS, 1996; PEDERSEN C. B., 2000; NAKAMURA T.,
1998).

V této praci byla antioxidacni aktivita méfena pomoci automatizovaného DPPH testu
vyuzivajiciho sekvenci injekéni systém davkovani (SIA) pomoci modifikované FRAP (ferric
reducing antioxidant power) metody. SIA metoda byla plivodné zavedena pro urCovani
antioxidacni aktivity velkého poctu rostlinnych extrakti (POLASEK M., 2004). Tento
automatizovany test je velmi vyhodny pro rychlé a citlivé ur¢eni schopnosti riznych typt
latek zhéset radikal DPPH. Metoda ma nesporné vyhody spocivajici zejména v pomérne
rychlém urceni antioxida¢ni aktivity jednotlivych vzorki (jeden vzorek je automaticky tfikrat
davkovan, coz zabere pfiblizné¢ ~4 min.), ur€eni ECsy jednotlivych latek zabere pouze 15 az
30 min. Pouzitim této metody je mozno analyzovat vice potenciondlnich antioxidantl za
kratsi Cas v porovnani s ptvodni DPPH metodou dle (GUO J. T., 2001). Dale byla
antioxidaéni aktivita ur€ovdna pomoci modifikované FRAP assay, ktera umoziuje rychlou
analyzu (FIRUZI O., 2005). Tato metoda je zaloZena na méteni schopnosti latek redukovat
Fe’* na Fe *" a piivodn& byla pouzivana pro méfeni totalni antioxidagni aktivity plazmy a
nasledné byla stejnymi autory aplikovana pro méfeni riiznych latek (BENZIE & STRAIN,
1996; BENZIE & STRAIN, 1999). Fe’* jsou méfeny spektrofotometricky méfenim
barevného komplexu s TPTZ pti 595 nm. Redukce zelezitych iontti u fady fenolickych latek
neprobéhne hned, nybrz absorbance mirné vzrista po dobu nékolika minut (HUANG D.,
2005). Pro fenolické slouceniny vcéetné troloxu a také kumariny je typické, Ze k redukci
zelezitych iontd dochédzi postupné v pribéhu nékolika minut a neni tedy mozné dosahnout
kone¢ného vysledku po ctyfech minutach. Proto byla absorbance méfena v Casovém
intrervalu 0-120 minut a FRAP hodnoty byly ureny ve dvou Casovych intervalech (4 a 60
minut). Antioxidanty s riznou schopnosti redukovat Zelezité ionty byly charakterizovany
ur¢ovanim zavislosti zmény absorbance pii 595 nm na koncentraci testovanych latek (uM).
Antioxidanty sriznou schopnosti zhaSet DPPH radikdl mohou byt charakterizovany
zavislosti %Q (pokles absorbance DPPH ) na koncentraci vzorku antioxidantu. Ob¢é metody
umoziuji rychlé, reprodukovatelné urceni vztahu mezi strukturou/aktivitou zkouseného
vzorku. Je nutno podotknout, Ze SIA metodou Ize urcit pouze schopnost antioxidantt zhaset
synteticky radikal DPPH a FRAP metodou pouze schopnost latky redukovat Zelezité ionty. Je

proto nezbytné, aby perspektivni vzorky z téchto testli byly nadale testovany a analyzovany
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pomoci dalSich in vitro a in vivo antioxida¢nich metod (PAULOVA H., 2004; ARUOMA O.
I., 2003, ROGINSKY V., 2005).

V této praci za pouziti vySe zminénych metod bylo testovano 21 kumarinti; 7 polyfenolt;
jeden komer¢ni piipravek ,.forever young® (smés polyfenoll), 1,4-dihydroxyanthron; latex
Croton lechleri (Euphorbiaceae) a jeho chloroformovy extrakt; kyselina kaurenovd a
stigmasterol - latky izolovany z butanolového extraktu Helianthus annuus (Asteraceae).
Skupina kumarinu zahrnovala 6 kumarini piirodniho piivodu (scopoletin, umbelliferon,
scopolin, 4-hydroxykumarin, hymecromon a trigokumarin), 16 syntetickych analogi. Na
kumarinovém jadife byly nasubstituovany rtzné funkéni skupiny (jedna nebo dvé
hydroxylové, acetoxylové a methoxylové skupiny samostatné nebo v kombinaci s dal§Simi
skupinami). Navic byl zkouman vliv substituentu ethylesteru kyseliny octové a ethylesteru
kyseliny propanové v poloze C3 na kumarinovém jadie. Jako standardy byly pouzity 4

znam¢ antioxidanty (kyselina askorbova, trolox, (+)-katechin, quercetin).

Z vysledki je patrné, Ze excelentni antioxidacni aktivita u dihydroxy derivati 4-
methylkumarint zavisi na ortho pozici hydroxylovych skupin na benzenovém jadie. Naopak
kumariny s hydroxylovymi skupinami ve vzajemné poloze meta vykazovaly pouze malou
schopnost zhaset radikaly DPPH nebo redukovat Zelezité ionty. Schopnost zhéaset radikaly
DPPH u dihydroxy-4-methylkumarini byla pozorovana v nésledujicim potadi: 7,8-
dihydroxy-4-methylkumariny > 6,7-dihydroxy-4-methylkumariny > 5,7-dihydroxy-4-
methylkumariny. Vynikajici schopnost zhaSet radikaly u ortho-dihydroxy-4-methylkumarini
muze byt vysvétlena tim, Ze ortho dihydroxy systém je schopen vytvaiet stabilni radikal,
ktery je pottebny pro schopnost zhéaset radikaly (RAJ H.G., 1998). Stejné vysledky také
potvrdil test FRAP. Redukéni aktivita dihydroxy-4-methylkumarini nasleduje v tomto
potadi: 6,7-dihydroxy-4-methylkumariny > 7,8-dihydroxy-4-methylkumariny > 5,7-
dihydroxy-4-methylkumariny. Monomethoxy kumarin, monohydroxy kumarin a dimethoxy-
4-methylkumariny nevykdzaly zadny signifikantni ucinek ani v jednom z antioxida¢nich
testli. Ethylester kyseliny octové nebo ethylester kyseliny propanové v poloze C3 neovlivnil
schopnost antioxidantu zhaSet radikdly. Zajimava situace nastala u diacetoxy-4-
methylkumarinti. Podle naSich vysledkii je schopnost zhaSet radikdl DPPH u ortho-

diacetoxy-4-methylkumarinii  signifikantn¢ slabsi v porovnani s ortho-dihydroxy-4-
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methylkumariny. Tento vysledek odpovidd vySe zminénému mechanismu vychytavani
radikald. Nicméné¢ Raj a kol. popsali, Ze ortho-diacetoxy-4-methylkumariny jsou
vynikajicimi zhése¢i radikdlu DPPH (méfeno origindlnim DPPH testem). Tito autofi
predpokladaji, ze existuje moznost konverze z diacetoxy-4-methylkumarinu na dihydroxy-4-
methylkumarin v pfitomnosti volného radikalu jako je napi. DPPH radikdl (RAJ H. G.,
1998). Domnivame se, Ze tato neshoda mohla byt zplisobena uzitim automatizovaného SIA
systému, ktery zplsobuje zkraceni reakéniho Casu vzorku a DPPH radikdlu a tak mize byt
ovlivnéna mozné konverze z diacetoxy-4-methylkumarinu na dihydroxy-4-methylkumarin
(POLASEK M., 2004). Diacetoxy-4-methylkumariny nevykéazaly zadny vyrazny uinek ani
ve FRAP testu. Navic byl testovan také 1,4-dihydroxyanthron za ucelem zjistit, zdali vice
modifikované struktury jsou také schopny vykazat néjakou radikal zhaseci aktivitu nebo maji
schopnost redukovat Zelezité ionty. Testovany 1,4-dihydroxyanthron vykazal signifikantni
radikal zhaSeci aktivitu porovnatelnou s aktivitou 6,7-dihydroxy-4-methylkumarinii a
vykazoval i vynikajici schopnost redukovat zelezité ionty na zZeleznaté. Z polyfenolickych
sloucenin vykézala nejvetsi radikdl-zhaSeci aktivitu kyselina gallovd a ethyl-gallat a
epigallokatechin-gallat izolovany z Camellia sinensis. Epigallokatechin-gallat vykazal také
vyrazny zelezito-redukéni ucinek ve FRAP testu. Kyselina gallova a ethyl-gallat nebyly
pomoci FRAP metody testovany. Cisty latex Croton lechleri vykazal vys§i antioxidaéni
ucinek nez jeho chloroformovy extrakt. Ziskané vysledky jsou slibné pro dalsi uréovani
vztahu mezi strukturou/aktivitou téchto typl sloucenin. Bylo verifikovéno, Ze uziti SIA a
FRAP metody je vhodné pro rychlé¢ a citlivé urceni radikél-zhaSeci aktivity a redukcni
schopnosti riznych typt sloucenin. Za pouziti téchto metod byl uréen vztah mezi strukturou
a antioxida¢ni aktivitou u celé fady potencidlnich antioxidantl. Tyto vysledky potvrdily, ze
ortho-dihydroxy-4-methylkumariny jsou vyborni zhaseci radikalt a latky schopné vyvolat

redukci zelezitych ionti.

Obecné se predpokladéd, ze destiCky hraji dilezitou roli pfi vzniku a rozvoji trombdz,

specidln¢é cerebro-vaskularnich onemocnénich jakymi jsou ischémie, ischemickd choroba

srdecni, infarkt myokardu a periferni vaskuldrni onemocnéni. Inhibice agregace desticek

pfedstavuje slibny krok v prevenci téchto onemocnéni. V klinické praxi existuje celd fada

latek, ktera se pro tento tcel vyuziva. Nicméné tyto latky vykazuji fadu nezddoucich ucinki

anebo nejsou dostatecné ucinné (BENNETT J. S., 2001; KUMAR S.K., 2003). Z toho
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divodu je velmi dilezité hledat nové latky, které by vykazovaly antiagregacni ucinky a byly
by pfitom dostatecné U¢inné a z toxikologického hlediska bezpecné. Existuje fada studii,
zabyvajici se antiagregacni aktivitou sekundarnich metabolitl 1 jejich syntetickych derivati.
Kumariny a dal$i polyfenoly jsou ztohoto hlediska pomémé dobfe prozkoumany.
Antiagregacni aktivita byla popsana naptiklad u kumarini xanthyletinu, xanthoxyletinu a
suberosinu izolovanych z Citrus grandis, kumarinu auraptenu izolovaného z Severinia
huxifolia a poncitrinu z Poncirus trifoliata. VSechny tyto latky kromé xanthyletinu vykazaly
vyraznou antiagregacni aktivitu testovanou na krali¢i krvi, kdy agregace desticek byla
vyvolana AA, COL, PAF (platelet-activating factor) nebo U46619 (A2 analog tromboxanu)
(CHE-MING TENG, 1992). Methanolovy extrakt Usnea longissima vykdzal vyrazny
antiagregacni u¢inek u ADP-indukované agregace (testovano na mysim modelu in vivo).
Tento extrakt obsahoval fadu fenolickych latek. Vodné extrakty z Arctium lappa a Centipeda
minor inhibovaly agregaci desti¢ek v krali¢i krvi navozenou PAF. Aktivni byly nckteré
lignany A. lappa a seskviterpeny 6-O-angeloylfenolin a 6-O-senecioylplenolin izolované z C.
minor (IWAKAMI S., 1992). Antiagregacni aktivita byla rovnéz zkoumana u flavonoidi
myricetinu, kaempferolu, morinu, quercetinu a fisetinu. Flavonoidy inhibovaly vyznamné
agregaci desticek a uvolnovani ATP v krali¢i krvi, kdy agregace byla vyvolana AA nebo
COL a mirné¢ ovliviiovaly agregaci vyvolanou PAF. ADP -indukovand agregace byla
inhibovéna myricetinem, fisetinem a quercetinem. V lidské plazmé& bohaté na desticky (PRP)
quercetin zabranoval sekundarni agregaci a blokoval uvolnéni ATP z desticek pii ptisobeni
epinephrinu nebo ADP. Vysledky této publikace demonstrovaly, ze hlavni antiagregacni
efekt testovanych flavonoidl miize byt zplisoben inhibici tvorby tromboxanu i antagonismem
tromboxanového receptoru (TZENG S.H., 1991). Dale byl sledovan efekt flavonoidd na
hladinu adenosin-3",5"-cyklického monophosfatu (cyklicky AMP) za standardnich podminek
a po stimulaci prostacyklinem (PGI2). Ukazalo se, ze glykony flavonoidii obecné a také
flavanonové derivaty nemély vliv na funkci krevnich desticek. Flavony chrysin, apigenin a
phloretin inhibovaly agregaci desti¢ek potlacenim cyklooxigenasy. Jako pravdépodobny
antiagrega¢ni mechanismus uc¢inku flavonoidid je povazovana modifikace metabolismu
destickového cyklického AMP ptes inhibici fosfodiesterasové aktivity (LANDOLFI R.,
1984; MOWER R.L., 1984). V rostlindch Artemisia capillaris a Gnaphallium affine byly

nalezeny kumariny a flavonoidy, které inhibovaly agregaci desticek a enzym aldosa
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reduktasu. Z obsazenych flavonoidi byly v in vitro testu na krali¢ich trombocytech
antiagregacn¢ aktivni skolpoletin, 4,2'4'-trihydroxy-6'-methoxychalkon-4'-O-3-glukosid,
quercetin a luteolin. Flavonoidni glykosidy 4,2'.4',6'-tetrahydroxychalkon-2'-glukosid,
kemferol-3-glukosid a naringenin-glukosid nalezené kvetouci nati Helichrysum italicum
snizily oproti kontrole agregaci lidskych trombocytti in vitro indukovanou COL (FACINO
R.M., 1990). Helenalin a estery 1la, 13-dihydrohelenalinu obsazené v kvétech Arnica
montana vykézaly silnou protizdnétlivou, antirevmatickou a antitrombotickou aktivitu. Na
nasi katedie byly dfive z antiagregac¢niho hlediska testovany zejména rostlinné celedi
Asteraceae a Cichoriaceae. Hlavnimi obsahovymi latkami jsou flavonoidy rtizné struktury,
seskviterpeny (laktony) a polyiny. Z testovanych rostlin prokdzal ucinek hlavné Cnicus
benedictus (benedikt 1¢ékatsky). Germakranolidni seskviterpenovy lakton knicin tvoii jednu
z hlavnich obsahovych latek benediktu. Dal§i vhodnou rostlinou pro fytochemické
zpracovani za ucelem ziskani antiagregacné ucinnych latek se jevi Galinsoga ciliata (JUN

D., 2005).

V predkladané praci bylo z antiagregacniho hlediska in vitro hodnoceno 21 kumarint; 4
polyfenoly; 1,4-dihydroxyanthron; latex Croton lechleri (Euphorbiaceae) a jeho
chloroformovy extrakt; latky izolované z Helianthus annuus (Asteraceae) - kyselina
kaurenova a stigmasterol. Nejlepsi antiagregacni ucinek prokazal trans-resveratrol pii
agregaci vyvolané COL a ADP. Latky izolované z butanolového extraktu Helianthus annuus
nevykazaly zadny atniagregacni ucinek. Vynikajici antiagregacni ucinek vykazal Cisty latex
Croton lechleri a to u vSech agregacnich Cinitell, pfi koncentraci 0,5 mg/ml PRP inhiboval
vSechny agregacni Cinitele o 100 %. Dobrou antiagregacni aktivitu vykazal také jeho

chloroformovy extrakt.

Na kumarinech ptirodniho ptivodu monomethoxy a monohydroxy kumarinu scopoletinu (1) a
jeho 7-glykosidu scopolinu (4) je patrné, ze glykosylace snizuje antiagregacni aktivitu,
zejména u agragace indukované COL a AA. Tato skutecnost odpovida diive provadéné studii
Guerrero et al. (GUERRERO M.F., 2002), ve které¢ je uvedeno, ze gylkosylované formy
nekterych flavonoidt jsou méné aktivni, nez jejich aglykony. Kumariny ptirodniho ptivodu,
umbelliferon (7-hydroxykumarin) (3), hymecromon (7-hydroxy-4-methylkumarin) (5)

nevykazaly zZadnou antiagregacni aktivitu v PRP proti hlavnim agrega¢nim ¢initelim COL,
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ADP a AA. Trigokumarin (C3 ethyl ester kyseliny octové 7,8-dimethoxy-4-methylkumarin)
(18) vykazal signifikantni inhibi¢ni efekt na AA-vyvolanou agregaci destic¢ek. Nicméné
v porovnani s ASA a dipyridamolem je antiagregacni aktivita ndmi testovanych ptirodnich

kumarinu nizka.

Dihydroxy-4-methylkumarin a jeho C3 ethylester kyseliny octové a C3 ethylester kyseliny
propanové vykazaly vynikajici antiagregaéni aktivitu. Antiagregacni aktivita meéfena
v plazmé bohaté na desticky (PRP) jejichz agregace byla vyvolana AA vzrista (ICso klesd)
v nasledujicim  pofadi:  5,7-dihydroxy-4-methylkumarin  (10) >  7,8-dihydroxy-4-
methylkumarin (6) > 6,7-dihydroxy-4-methylkumarin (9) (Tab. 9). Podle nasi studie, 5,7-
dihydroxy-4-methylkumarin (10) a jeho C3 ethylester kyseliny octové (11) a C3 ethylester
kyseliny propanové (12) vykazaly vynikajici vliv na agregaci desticek vyvolanou AA. Jejich
hodnoty ICsp jsou porovnatelné s hodnotami acetylsalicylové kyseliny (ASA) (23). 5,7-
dihydroxy-4-methylkumarin a jeho C3 derivaty (10-12) inhibuji signifikantn¢ také ADP-
indukovanou agregaci desti¢ek. Navic podle publikace Xu, Y. C. (XU Y.C., 2007), struktura
polyfenoli s 5-OH a 7-OH, 4-OH , C2=C3 a C=0 je nezbytna k tomu, aby sloucenina m¢la
dobré¢ vaskuldrni relaxacni vlastnosti. Oproti tomu 7,8-dihydroxy-4-methylkumarin a 6,7-
dihydroxy-4-methylkumarin a jejich C3 derivaty (6-9) vykazaly pouze nizkou antiagregacni
aktivitu. Antiagregacni aktivita (u COL - vyvolané agregace) vzrasta v nasledujicim potadi:
5,7-dihydroxy-4-methylkumarin (9) > 6,7-dihydroxy-4-methylkumarin (9) > 7,8-dihydroxy-
4-methylkumarin (6).

Podle naSich vysledkli inhibicni efekt (u COL - indukovaé agregace) u dimehtoxy-4-
methylkumarin@ vzrista ( ICsy klesd) v nasledujicim potadi: 7,8-dimethoxy-4-methylkumarin
(17) > 5,7-dimethoxy-4-methylkumarin (19). Inhibi¢ni efekt (u ADP a AA-vyvolané

agregace) je u téchto latek poravnatelny.

Antiagregacni aktivita byla dale porovnana u dihydroxy-4-methylkumarinu, diacetoxy-4-
methylkumarinu a dimethoxy-4-methylkumairnu a jejich derivatd C3 ethylesteru kyseliny
octové a C3 ethylesteru kyseliny propanové. Inhibi¢ni aktivita agregace desticek vzrustala
v ndsledujicim  poradi:  5,7-dihydroxy-4-methylkumarin ~ (10) >  5,7-diacetoxy-4-
methylkumarin (16) > 5,7-dimethoxy-4-methylkumarin (19). Nebyl pozorovan zadny
signifikantni rozdil v inhibici agregace desti¢ek u 7,8-dihydroxy-4-methylkumarinu (6), 7,8-
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diacetoxy-4-methylkumarinu (13) a 7,8-dimethoxy-4-methylkumarinu (17). Podle téchto

vysledkil neni predpokladén Zadny vztah mezi strukturou a aktivitou u téchto latek.

Navic byla testovdna latka 1,4-dihydroxyanthron (22), ktera vykazala signifikantni
antiagregacni aktivitu, pokud agregace desticek byla indukovana AA. Jeho (ICso = 16,9 £ 3,5
uM) je porovnatelné se standardem ASA (ICso=16,1 = 1,2 uM) (23). V piipadé, ze agregace
byla indukovana COL, antiagregacni ucinek je srovnatelny s 5,7-dihydroxy-4-
methylkumariny (10). Nicméné tato latka nevykazala zaddnou véEtsi inhibini aktivitu u
agregace vyvolané ADP. Piestoze antiagregacni schopnost ndmi testovanych kumarini byla
niz8i nez standardd ASA (23) a dipyridamolu (24), skupina 5,7-dihydroxy-4-methylkumarinu
a jeho C3 derivati (10-12) vykazovala porovnatelnou atiagregacni aktivitu (agregace
indukovdna AA) jako métené standardy. Tyto latky jsou slibné pro dalsi testovani. Nicméné
pro zjisténi mechanismu ucinku je nezbytné dalsi testovani. Bohuzel skupina 5,7-dihydroxy-
4-methylkumarinii nevykdzala témét zddnou antioxidacni aktivitu méfenou obéma vyse
uvedenymi metodami. Bylo by vhodné rozsifit spektrum pouzitych agonistii agregace o dalsi
latky, napt. adrenalin, PAF nebo kalciovy ionofor, aby bylo mozno pfesnéji ohranicit
metabolické drahy a mechanizmy plsobeni nové izolovanych antitrombocytarné u¢innych
latek. Experimenty in vivo na laboratornich zvifatech by umoznily zhodnotit relevanci
informaci z in vitro testi ziskanych o jednotlivych substancich. D4 se piedpokladat, Ze se
latky budou chovat v celkovém organizmu ponckud odli$né, nicméné poznani antiagregacni
aktivity ptirodnich latek v prvém stupni in vitro v sob€ nese vyznamny potencial v poznavani
ucinku téchto latek a to nejen z hlediska potencialné farmakoterapeutického, ale predevsim
toxikologického. Tak jako je v soucasnosti vénovana velka pozornost latkam prooxidacné
pusobicim (a jsou nalézany piekvapivé zavéry u fady antioxidantll), tak je vhodné vénovat
pozornost latkdm, plisobicim potencidlné proagregacné a to nejenom z hlediska
patobiochemického, ale také z hlediska toxikologického. Velmi zajimavé se ukazuje studium

vztahu antiagregacni a antioxidacni aktivity téchto latek.
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7 ZAVER

V této praci bylo vyuzito pro meéfeni antioxidacni aktivity vysoce citlivych a
modifikovanych metod SIA a FRAP, pro zjistovani radikal zhaseci aktivity a Zzelezito-
redukéni schopnosti latek. Za pouziti téchto metod byl urcen vztah mezi strukturou a
antioxidacni aktivitou testovanych potencialnich antioxidant. Bylo potvrzeno, ze excelentni
antioxida¢ni aktivita u dihydroxy derivati 4-methylkumarini zavisi na ortho-pozici
hydroxylovych skupin na benzenovém jadre. Schopnost zhaset radikaly DPPH u dihydroxy-
4-methylkumarint jde v nasledujicim potadi: 7,8-dihydroxy-4-methylkumariny (ECso= 24,9
+ 2,7uM) > 6,7-dihydroxy-4-methylkumariny (ECsp= 74,7 £ 4,9 uM) > 5,7-dihydroxy-4-
methylkumariny (ECsy > 750 uM ). Stejny zavér potvrdil také FRAP test. Reduk¢ni aktivita
dihydroxy-4-methylkumarinti je zavisld na ortho-pozici hydroxyli na benzenovém jadre.
Nejvetsi redukéni aktivitu vykazoval 6,7-dihydroxy-4-methylkumarin (FRAP ajue po 4min= 38,3
£+ 0,9 uM, FRAP a1 po 60min= 72,8 £ 5,2 uM) a 7,8-dihydroxy-4-methylkumarin a jeho C3
derivaty (FRAPyae po 4min= 20,3 £ 3,3 uM, FRAP e po somin= 43,9 £ 5,9 uM). Navic byl
testovan také 1,4-dihydroxyanthron za tcelem zjistit, zdali vice modifikované struktury jsou
také schopny vykazat néjakou radikdl zhaSeci aktivitu nebo maji schopnost redukovat
zelezité ionty. Testovany 1,4-dihydroxyanthron vykazoval signifikantni radikal zhéaSeci
aktivitu porovnatelnou s aktivitou 6,7-dihydroxy-4-methylkumarinti a vykazoval i vynikajici
schopnost redukovat zelezité ionty na zeleznaté. Dobrou radikél zhaseci aktivitu vykazal také
Cisty latex peruanského kete Croton lechleri (ECsop= 0,0347 + 0,018 mg/ml). Z testovanych
polyfenoll nejvyssi aktivitu vykazala kyselina gallova (ECso= 0,0025 £+ 0,002 mg/ml), ale

také ostatni polyfenoly mély antioxidacni aktivitu zna¢né vysokou.

Dale byla vtéto praci méfena antiagregacni aktivita vSech potencidlnich antioxidanti.
Z ptirodnich kumarinti vykézal trigokumarin (C3 ethyl ester kyseliny octové 7,8-dimethoxy-
4-methylkumarin) (18) signifikantni inhibicni efekt u AA-vyvolané agregaci desticek.
Nicméné v porovnanim s ASA a dipyridamolem byla antiagregacni aktivita testovanych
pfirodnich kumarinti nizk4. Ze syntetickych kumarinti vykazala nejslibnéjsi antiagregacni
aktivitu skupina 5,7-dihydroxy-4-methylkumarinu a jeho C3 ethylester kyseliny octové a C3
ethylester kyseliny propanové (10-12). Antiagregacni aktivita téchto latek je porovnatelna
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s atiagregacni aktivitou ASA métenou in vitro v PRP, kdy agregace byla inudkovéana AA.
5,7-dihydroxy-4-methylkumarin a jeho C3 derivaty (10-12) inhibuji signifikantn¢ také ADP
a COL-vyvolanou agregaci desticek. Navic byla testovana latka 1,4-dihydroxyanthron (22),
kterd vykazala signifikantni antiagregacni aktivitu, pokud agregace desticek byla indukovéana
AA. Jeho (ICso= 16,9 + 3,5 uM) je porovnatelné se standardem ASA (ICso= 16,1 = 1,2 uM)
(20). V pripadé ze agregace byla vyvolana COL, je antiagregacni ucinek srovnatelny s 5,7-
dihydroxy-4-methylkumariny (10). Tato latka ale nevykdzala zadnou vétsi inhibicni aktivitu
u agregace indukovanou ADP. Latex Croton lechleri snizoval agregacni aktivitu Ciniteld pfi
celkové koncentraci 0,5 mg/ml (PRP) o 100 + 14 % u agragace vyvolané COL, 0 100 + 11 %
u agragace vyvolané ADP a o 100 + 9 % u agregace vyvolané AA. Antiagregaéni aktivita
chloroformového extraktu ¢istého latexu o finalni koncentaraci 0,5 mg/ml (PRP) byla 100 +

12 % (COL), 81,33 + 9 % (ADP) a 67 £ 8,5 % (AA).
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8 SOUHRN

Z §iroké skupiny strukturné rozdilnych latek pfirodniho ptivodu (popf. rostlinnych extrakti) a
jejich syntetickych analogli byly vyhledavany takové latky, které by vykazovaly vyrazny
antioxidacni Gcinek a které by zaroven disponovaly jinymi, terapeuticky vyuzitelnymi Gcinky
(antiagregacni aktivitou). Radikal zhaSeci aktivita latek a extraktli byla méfena pomoci
modifikovaného DPPH testu vyuZzivajiciho programovatelného SIA (sekvencéni injekéni
analyza) systému. Vyrazny radikal zhaseci uCinek vykazaly latky typu polyfenoli, zejména
kyselina gallova (ECsy= 0,0025 + 0,002 mg/ml) a ethyl-gallat (ECso= 0,0038 £+ 0,001 mg/ml).
Také Cisty latex Croton lechleri vykazal radikéal zhaSeci aktivitu (ECsp= 0,0347 + 0,018
mg/ml). Z testovanych methylkumarinii vykazaly excelentni antioxidacni aktivitu ortho-
dihydroxy-4-methylkumariny, konkrétné¢ 7,8-dihydroxy-4-methylkumarin a jeho derivaty
(ECso= 24,9 + 2,7 uM). Antioxidac¢ni aktivita byla déle testovana pomoci FRAP metody
modifikované za vyuZziti mikrodesticek typu P 400 pl. Z testovanych kumarini vykézaly
rovnéz (stejné jako v DPPH testu) ortho-dihydroxy-4-methylkumariny vyrazny antioxidacni

ucinek.

Antiagregacni aktivita byla hodnocena in vitro na lidskych trombocytech v plazmé bohaté na
desti¢ky (PRP, platelets rich plasma; 250x10° desti¢ek/l). Pouzitd koncentrace extraktu pro
testovani byla 500 pg/ml PRP. Jako agonisté agregace byly uzity kyselina arachidonova (AA;
koncentrace v kyveté 0,5 mM), adenosindifosfat (ADP; konc. 10 uM) a kolagen (COL; konc.
2 pg/ml). Latex Croton lechleri snizoval agregacni aktivitu Cinitelti pii celkové koncentraci
0,5 mg/ml (PRP) o 100 = 14 % u agragace vyvolané (COL), o 100 = 11 % u agragace
vyvolané (ADP) a o 100 £ 9 % u agregace vyvolané (AA). Antiagregacni aktivita
chloroformového extraktu ¢istého latexu o finalni koncentaraci 0,5 mg/ml (PRP) byla 100 +
12 % (COL), 81,33 = 9 % (ADP) a 67 £+ 8,5 % (AA). Ze skupiny testovanych kumarinti
vykézala nejvyssi antiagregacni aktivitu skupina 5,7-dihydroxy-4-methylkumarinu a jeho C3
derivatl. Ortho-dihydroxy-4-methylkumariny vykézaly antiagrega¢ni aktivitu zhruba 10x
nizs§i v porovnani s ASA u ADP indukované agregace a 20x niz§i G€inek v porovndni s ASA

u AA indukované agregace.
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9 SUMMARY

The effort to find compounds with significant antioxidant properties and with some other
therapeutically useful biological activity (e.g. anti-platelet activity) from the wide group of
sturcturally different naturally occuring compouds (or plant extracts) or their synthetic
derivatives, was the purpose of this work. Radical Scavenging activity of tested compounds
or plant extracts was measured by modified DPPH test use program SIA (sequential injection
analysis). Singificant radical scavenging activity exhibited polyfenols, namely gallic acid
(ECsp= 0,0025 £ 0,002 mg/ml) and ethyl-gallate (ECso= 0,0038 + 0,001 mg/ml). Also the
pure latex of Croton lechleri exhibited significantly radical scavenging activity (ECsy=0,0347
+ 0,018 mg/ml). From the group of tested methylcoumarins, the excelent antioxidant aktivity
exhibited ortho-dihydroxy-4-methylcoumarins, espicially 7,8-dihydroxy-4-methylcoumarin
and its derivatives (ECso= 24,9 + 2,7 uM). Further was the antioxidant activity tested by
FRAP methods modified to used micropalates P 400 pl. This spectrofothometric method
based on ability of compounds to reduce Fe*™ to Fe*', confirmed the antioxidant activity of

ortho-dihydroxy-4-methylcoumarins.

The antiplatelet activity of pure compounds and herbal extracts was assayed in vitro on the
model of human platelets rich plasma (PRP; 250 x10° platelets/L) at a concentration of 500
pg/mL PRP. Arachidonic acid (AA; final concentration in cuvette was 0,5 mM), adenosine
diphosphate (ADP; final conc. 10 uM) and collagen (COL; final conc. 2 pg/mL) were used as
agonists of platelet aggregation. Pure sap of Croton lechleri: at final conc. 0,5 mg/ml of
medium (PRP) decreased platelet aggregation by 100 + 14 % (COL), 100 £ 11 % (ADP) and
100 + 9 % (AA). Chloroform extract from Croton’s sap: at final concentration 0,5 mg/ml of
medium (PRP) decreased platelet aggregation by 100 £ 12 % (COL), 81,33 £ 9 % (ADP) and
67 + 8,5 % (AA).

From the group of tested coumarins the highest anti-aggregance acitivity exhibeted the group
of 5,7-dihydroxy-4-methylcoumarin and its C3 derivatives. Ortho-dihydroxy-4-
methylcoumarins exhibited anti-platelet activity approximatelly 10x lower compared to ASA,
when the aggregance was induced by ADP and 20x lower, when the aggregance was induced

by AA.
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