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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A VYSVETLIVEK



AA
ABTS
ADH
ADP
AGE
ASA
BHT
coL
COX
DMSO
DPPH
ESR
FMD
FNC
FPC
FRAP
FSH
GSH
HDL

LC-1
LC-2
LC-3
LC-4
LC-5
LC-6
LC-7
LC-8
LH
LDL
LOX
ML

arachidonova kyselina

2,2 -azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonova kyselina)
antidiureticky hormon
adenosindifosfat

pokrocilé produkty glykace
kyselina acetylsalicylova
3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytoluen
kolagen

cyklooxygenasa

dimethylsulfoxid
difenylpikrylhydrazyl
elektronova spinova rezonance
flow-mediated dilation

frakce nefenolickych latek

frakce fenolickych latek

ferric reducing antioxidant power
folikuly stimulujici hormon
glutathion

lipoproteiny o vysoké hustoté
interleukin

hispidulin

eriodiktyol

patuletin

kyselina 4-hydroxybenzoova
kyselina 3,4-dihydroxybenzoova
patuletin-3’-B-D-xylofuranosid
6-hydroxykemferol-7-0-(6""-O-acetyl-B-D-glukopyranosid)
eriodiktyol-7-B-D-glukopyranosid
luteiniza¢ni hormon

lipoproteiny o nizké hustoté
lipooxygenasa

matecny louh



NADPH nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat

NF-kB nukledrni faktor-xB

NO oxid dusnaty

NOS synthasa oxidu dusnatého

PAF faktor aktivujici desticky

PGI, prostaglandin [,

PGH, prostaglandin H,

PKC proteinkinasa C

PON-2 paraoxonasa-2

PPP plazma chuda na desticky

PRP plazma bohata na desticky

Rf retencni faktor

RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

SIA sekvencni injekéni analyza

SOD superoxiddismutasa

TEAC trolox equivalent antioxidant capacity
TNF-a tumor nekrotizujici faktor-a

TPTZ tri(2-pyridyl)-s-triazin

Tris 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol
TROLOX 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
TXA; tromboxan A,

TXB, tromboxan B,

VLDL lipoproteiny o velmi nizké hustoté
v/v objemova procenta

w/w hmotnostni procenta



2. TEORETICKA CAST



Antioxidanty, volné radikaly

Antioxidanty lze definovat jako latky, které pfi plsobeni v nizkych koncentracich
ve srovnani s latkami, jez by mély chranit, signifikantné inhibuji nebo zpomaluji
oxidaéni destrukci téchto latek (Stipek 2000). Diky spojovani vyvoje a vzniku Fady
lidskych nemoci s pusobenim volnych radikdll a oxidaénim stresem, ziskaly
antioxidanty velkou védeckou pozornost zejména z ddvodu jejich potencialniho
|é¢ebného vyuziti (Cook a Samman 1996; Koleckar, Brojerova et al. 2007). ROS a RNS
se Ucastni rfady fyziologickych funkci (prostfednici prfenosu energie, faktory imunitni
ochrany, signalni molekuly bunécné regulace), ale za urcitych okolnosti se mohou stat
Skodlivymi a organismus poskozovat. Jejich role v patogenezi riznych chorobnych
stavl je vSak do znacné miry proménliva a mnohdy nedostatecné objasnéna.
VSeobecné se predpoklada, Zze pro spravnou funkci biologickych systém( je nutné
udriet rovnovédhu mezi tvorbou a zanikem ROS a RNS (Stipek 2000).

Nékteré nemoci mohou byt pfimo zplsobeny oxidaénim stresem. Jednd se napf.
o nadorové bujeni vyvolané radiacnim zarenim, které generuje vysoce reaktivni
hydroxylové radikdly stépenim molekul vody. U nemoci jako je revmatoidni artritida
neni oxidacni stres prvotnim vyvolavajicim faktorem, ale pfispiva kjejimu rozvoiji.
Volné radikaly maji vyznam napf. v patogenezi starnuti, u raznych kardiovaskularnich
chorob, nadorovych onemocnénich nebo diabetu 2. typu (Cos et al. 2003).

Zdrojem ROS a RNS jsou biochemické, fotochemické nebo radiacni reakce
endogenniho i exogenniho plvodu. Zdroji ROS mohou byt nékteré l|éciva (napf.
chemoterapeutikum bleomycin) nebo prechodné prvky (napf. Zelezo, méd), které
snadno podléhaji redoxnim reakcim. Mezi ROS a RNS se Fadi jednak volné radikaly,
napr. radikal oxidu dusnatého, superoxidovy, hydroxylovy, peroxylovy nebo alkoxylovy
radikal a jednak latky neradikdlové povahy, napf. NO, H,0,, HCIO nebo Os. K zachovani
oxidoredukéni rovnovahy a zamezeni zvySené tvorby ROS a RNS vyuZivd organismus
riznych mechanisml umoznujicich vychytavani (tzv. “scavengery”, “zhasece” nebo
“lapace”) jiz existujicich ROS (RNS) endogennimi a exogennimi antioxidanty,
zamezovani novotvorby radikall regulaci enzym(, které je produkuji, vyuZiti podpory
antioxidacnich enzym( nebo inaktivaci pfechodnych kova. Pfiklady eliminacnich cest
volnych radikalll jak enzymovou, tak neenzymovou cestou jsou znazornény na obr. 1.

Ze schématu je patrné, Ze jednotlivé slozky systému na sebe casto navazuji.
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Na antioxida¢ni ochrané se podileji také obecné reparaéni mechanismy poskozenych

biomolekul (Stipek 2000).

R5P glukosa
PC
NADPH + H* NADP* )
endogenni
GSH-R GSH
GSSG * /\ 2GSH
exogenni
GSH
H,O + LOH
zhasece volnych radikal(: vit. E

rostlinné polyfenoly, vit. C, vit. E,
kyselina mocova, GSH,
karotenoidy, ubichinon, taurin,
bilirubin
OH

‘ SOD \
2H" + 202-. T’HzOz

cytochrom Cl l katalasa

LOOH

0,
02 HZO + o2

Obr. 1. Eliminacni cesty volnych radikdll. GSSG oxidovana forma glutathionu; GSH
redukovana forma glutathionu; GSH-Px glutathionperoxidasy; GSH-R
glutathionreduktasy; LOH hydroxylované lipidy; LOO® lipidové peroxyl-radikély; LOOH
lipidové hydroperoxidy; PC pentosovy cyklus; OH® hydroxylovy radikdl; O,°
superoxidovy radikdl; R® volné radikdly; R lidtka neradikdlové povahy; R5P
ribulosa-5-fosfat; SOD superoxiddismutasa; vit. E vitamin E; vit. C vitamin C; vit. C°

radikalova forma vitaminu C
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Antioxidacni enzymy

K vyznamnym antioxidacnim enzymUm patfi SOD, glutathionperoxidasy,
glutathiontransferasy a katalasy. SOD se podili na odstranéni prebyte¢ného
superoxidového radikalu, ktery by mohl byt redukovan na velmi reaktivni hydroxylovy
radikal (obr. 1.) (Stipek 2000).

Oxidacnim stresem wvzniklé intracelularni hydroperoxidy mastnych kyselin
a fosfolipidové hydroperoxidy jsou odstrafiovany glutathionperoxidasami. Skupina
enzymU zvanych glutathiontransferasy se podili také na odstrafiovani produktl
lipidové peroxidace. Katalasa umoziuje dismutaci peroxidu vodiku na vodu a kyslik
(obr. 1.) (Marinho et al. 1997; Ursini et al. 1995).

Jako kofaktory antioxidacnich enzym( se uplatiuji nékteré stopové prvky.
Vyznamnou roli ma zinek, selen nebo méd. Zinek a méd jsou kofaktory

superoxiddismutasy, selen je kofaktorem glutathionperoxidas (Stipek 2000).

Antioxidacni neenzymové proteiny

Za vysokomolekularni neenzymové endogenni antioxidanty Ize povaZovat
transferrin, laktoferrin, ferritin, ceruloplazmin a albumin, které vazou pfechodné prvky.
Prooxidacné aktivni hem a hemoglobin jsou vychytavany hemopexinem resp.

heptaglobinem (Stipek 2000).

Nizkomolekularni endogenni antioxidanty

K nizkomolekularnim antioxidantdm se radi napf. kyselina askorbova (vitamin C),
a-tokoferol (vitamin E), ubichinon (koenzym Q), retinol (vitamin A), thioly (napf.
tripeptid glutathion), kyselina mocova, kyselina lipoova, melatonin nebo bilirubin (obr.
1 a obr. 2).

Kyselina askorbova zhasi radikaly a regeneruje tokoferol. Vznikly méné reaktivni
askorbylovy radikdl je preménén za ucasti glutathionu zpét na askorbat. Tokoferol
brani oxidaci lipidd membran tim, Ze preménuje lipidové peroxyl-radikaly
na hydroperoxidy, které jsou odstranény glutathionperoxidasou. Ubichinon zhasi volné
radikaly a regeneruje askorbat. Glutathion, kromé regenerace tokoferolu a askorbatu,
chrani sulfhydrylové skupiny cysteinu, ubichinonu a protein(i, aje substratem

glutathionperoxidas. Kyselina mocova vychytava alkoxylovy radikal a kyselinu chlornou
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a-tokoferol

OH

HO OH 55

kyselina lipoova

kyselina askorbova

0
Hy,C”

HBC\O

koenzym Q

bilirubin

SH
0 0 o)
v A
HOWII\I OH
NH, H 0

glutathion
CH,
g 0
H
iy N N:H
N _CH '
\ T o=X NI
0 N~ “N7 0
N HooH
H
. kyselina mocova
melatonin

Obr. 2. Nizkomolekuldrni endogenni antioxidanty
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a vaze 7elezo a méd (Stipek 2000). Kyselina lipoova eliminuje radikaly a podili se na
regeneraci tokoferolu, askorbatu nebo glutathionu (Packer et al. 1995). Melatonin
vykazuje kromé hormonalnich ucink( také silnou antioxidacni aktivitu. Snadno prochazi
hematoencefalickou bariérou a na rozdil napf. od askorbatu nepodléhd opakovanym
redoxnim reakcim a neplsobi tak prooxidacné (Hardeland 2005; Tan et al. 2000).

Bilirubin je silnym lapacem RNS (Mancuso et al. 2006).

Exogenni syntetické antioxidanty

Mezi syntetické antioxidanty patfi napf. pfidatné latky do potravin BHA (smés
izomerl 2-t-butyl-hydroxyanizolu a 3-t-butyl-hydroxyanizolu), BHT (3,5-di-t-butyl-4-
hydroxytoluen), PG (propylgalldt) a néktera Iéciva, napf. hypolipidemikum probukol

nebo chelator Zeleza deferoxamin (obr. 3) (Stipek 2000).

(H C)3 CH3)3
(H5C)5C C(CH3);
probukol
(0] H OH (0] (0]
- [
HZNWNMNMN T(\)LN/\/\/\NJ\
| ! |
OH (0] (0] H OH
deferoxamin

Obr. 3. Syntetické antioxidanty

Exogenni pfirodni antioxidanty

K antioxidantim pfirodniho plvodu patfi zejména latky fenolického charakteru,
zvané polyfenoly. Jsou to sekunddarni metabolity rostlin s fadou fyziologickych funkci
(ovlivnéni rlGstu a reprodukce rostlin, ochrana rostlin pred patogeny a predatory).
Polyfenoly jsou Siroce védecky zkoumany zddvodu mozného vyuZiti v prevenci
a terapii zejména tzv. civilizacnich chorob. Pfirodni antioxidanty pUsobi proti zanétim,
zvySené sraZlivosti  krve, mikroblm, aterogenezi, kardioprotektivné nebo

vasodilatacné. Jejich zdravi prospésné ucinky se mnohdy davaji do souvislosti
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s vysokou antioxidacni aktivitou. Polyfenoly jsou vyznamnym zdrojem antioxidant
obsazenych v mnoha potravinach jako napt. ovoce, zelenina, zeleny ¢aj, vino, kakao
nebo ¢okolada (Balasundram et al. 2006; Koleckar, Kubikova et al. 2008; Manach et al.
2005).

Pfirodni fenolické Iatky zahrnuji vice nez 8000 latek, od jednoduchych fenolickych
sloucenin az po strukturné slozité polymerni latky charakteru tfislovin (tabulka 1).
Jednotlivé slouceniny se Casto vyskytuji jako konjugaty ve formé riznych ester( nebo
glykosid(i. Z uvedenych skupin (tabulka 1) jsou v potravinach nejhojnéji zastoupeny
fenolické kyseliny, flavonoidy a kondenzované tfisloviny (proanthocyanidiny)
(Balasundram et al. 2006).

Zakladem radikaly zhaseciho plsobeni polyfenoll je jejich schopnost poskytnout
elektron nebo vodik radikdlu, za soucCasného vytvoreni stabilnéjSi, méné reaktivni
radikalové struktury. Svym chelatacnim pUsobenim mohou inaktivovat prechodné
prvky, které tim ztraci schopnost katalyzovat radikalové reakce. Dalsim mechanismem
pUsobeni je inhibice prooxidacnich enzymu, jako jsou napf. xanthinoxidasa nebo NOS

(Koleckar, Kubikova et al. 2008; Vaya a Aviram 2001).

Tabulka 1. Hlavni skupiny rostlinnych polyfenol(

Skupina Struktura
jednoduché fenoly, benzochinony Cs
hydroxybenzoové kyseliny Ce—C4
acetofenony, fenyloctové kyseliny Ce—C,
hydroxyskoficové kyseliny, fenylpropanoidy (kumariny) Ce—Cs
naftochinony Ce—C4
xanthony Ce—C1—Cs
stilbeny, anthrachinony Ce—C—Cs
flavonoidy, isoflavonoidy Ce—C3—Ce
lignany, neolignany (Ce—Cs)2
biflavonoidy (Ce—C5—Cs)2
ligniny (C6—C3)n
kondenzované tfisloviny (proanthocyanidiny) (Ce—C3-Cé)n
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Fenolické kyseliny

Mezi hydroxybenzoové kyseliny patfi napf. kyselina gallova, protokatechova nebo
vanilova. K hydroxyskoficovym kyselindm se fadi napf. kyselina kavova, ferulova nebo
p-kumarova (obr. 4).

Antioxidacni aktivita fenolickych kyselin zdvisi na poctu a poloze hydroxylovych
skupin. Monohydroxysubstituované fenolické kyseliny jsou velmi slabé antioxidanty.
Slouceniny s vice hydroxyly maji vyssi antioxidacni aktivitu (Balasundram et al. 2006).

Bylo zjisténo, Ze fenolické kyseliny zabranuji napf. peroxidaci lipidd a proteind,
vykazuji Zelezo redukéni a chelataéni schopnosti, zabrafiuji oxidaci LDL, a zhasi ABTS",

DPPH nebo peroxidovy radikal (Zhou et al. 2006).

COOH COOH COOH

i OH HO i OH OCH,4

OH OH OH

kyselina
kyselina gallova kyselina vanilova
protokatechova
COOH COOH COOH

OH OCH;

OH OH OH

kyselina
kyselina kavova kyselina ferulova
p-kumarova

Obr. 4. Fenolické kyseliny

Flavonoidy
Podle struktury se flavonoidy déli do nékolika skupin (napf. flavony, isoflavony,

flavonoly, flavanony, nebo flavan-3-oly (katechiny)) (obr. 5).
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Obecné plati, Ze antioxidacni aktivita flavonoidl roste s poctem hydroxyl{
na aromatickych jadrech. Dllezita strukturni kritéria pro vysokou antioxidacni uc¢innost
jsou:

1) ortho- dihydroxy uspofradani na B- nebo A- kruhu,

2) hydroxyl nebo galloyl v poloze C-3 na C- kruhu v kombinaci s dvojnou
vazbou mezi C-2a C-3, a

3) dvojnd vazba mezi C-2 a C-3 v konjugaci s oxoskupinou v poloze C-4

na C- kruhu (Soobrattee et al. 2005; Cai et al. 2006).
Flavonoidy jsou silné zhaSeée DPPH, hydroxylového, superoxidového

a peroxylového radikalu, vykazuji redukéni a chelataéni schopnosti, inhibuji lipidovou

peroxidaci nebo snizuji aktivitu LOX (Cook a Samman 1996; Firuzi et al. 2005).

L J
LT &
OH
0] (6}

flavon flavonol flavanon

O o

OH

flavanol isoflavon

Obr. 5. Priklady flavonoidnich struktur

Kondenzované trisloviny (proanthocyanidiny)

Kondenzované tfisloviny jsou oligomerni nebo polymerni slouceniny vychazejici
z flavan-3-oll (katechind). Zakladni strukturni jednotkou kondenzovanych tfislovin jsou
derivaty flavan-3-olu (+)-katechin a (-)-epikatechin (obr. 6). U kondenzovanych tfislovin
existuje velka strukturni rozmanitost, ktera je zplsobena rlznym poctem a polohou

hydroxyli, stereochemii na chirdlnich centrech, nebo typem a polohou
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mezimolekulovych vazeb. Prooanthocyanidiny jsou ¢lenény do nékolika skupin, z nichz
nejpocetnéjsi jsou procyanidiny skupiny B (k méné znamym proanthocyanidinidm se

fadi napt. prodelfinidiny nebo propelargonidiny (Kolec¢kar, Kubikova et al. 2008).

OH OH
OH OH

HO o HO o

R R

3 R

OH “oH
OH OH
(+)-katechin (-)-epikatechin

Ry R,  vazba mezijednotkami
| "‘”OH ‘OH ————
” -II||OH ..|||OH ——
Il —=QH —QH ey

lV ‘OH -'lIlOH ------ i

Obr. 6. Zakladni strukturni jednotky kondenzovanych tfislovin: (+)-katechin
a (-)-epikatechin a procyanidiny skupiny B: (I) procyanidin B-1 (epikatechin-(4B—>8)-
katechin); (ll) procyanidin B-2 (epikatechin-(4f—>8)-epikatechin); (Ill) procyanidin B-3
(katechin-(4a—>8)-katechin); (IV) procyanidin B-4 (katechin-(4a—>8)-epikatechin)

Pro proanthocyanidiny plati, Ze antioxidacni aktivita roste s poctem hydroxyl(,
zvlasté jsou-li v ortho-usporadani, a s navazdnim kyseliny gallové. Ddle je ovlivnéna
také velikosti molekuly, kdyZ roste od monomer( k trimer(im, pak ale opét klesa (Cai et
al. 2006).

Proanthocyanidiny eliminuji napf. NO, DPPH, ABTS®, superoxidovy, hydroxylovy
nebo peroxylovy radikal, chelatuji kovy a inhibuji prooxidacni enzymy jako jsou NOS

nebo LOX (Cos et al. 2003).
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Oxidacni stres u diabetu a aterosklerozy

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je v soucasnosti jednim z nejvyznaméjsich faktor(, ktery vyrazné
prispiva k rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni v zapadni populaci. Oxidacni stres se
podili na rozvoji metabolickych poruch provazejicich diabetes mellitus, které pfispivaji
k rozvoji aterosklerdzy, a pfispiva také k rozvoji inzulinové rezistence (Wolff et al.
1991). Vkrvi diabetickych pacientld byla zjiSténa vyssi hladina ROS a lipoperoxidd
(Giugliano et al. 1996). Zdrojem volnych radikdli mohou byt COX, 15-LOX nebo NOS,
ktera pri nedostatku substratu, nebo kofaktorl pro vznik NO, vytvari ROS. Dalsim
vyznamnym zdrojem ROS pfi diabetes mellitus a inzulinové rezistenci mize byt zvySena
aktvita PKC indukovand neesterifikovanymi mastnymi kyselinami nebo hyperglykemii.
Stimulace PKC vede ke zvySené aktivité NADPH oxidasy, ktera je povazovana za hlavni
zdroj volnych radikald. Vyrazny podil na zvySeni oxidacniho stresu muze mit také
hyperglykemie spojena s oxidaci glukosy (Baynes et al. 1999; Tomkin 2001). AGE, které
v pribéhu patofyziologie diabetu vznikaji, maji vyznamny dopad na rozvoj
kardiovaskularnich komplikaci diabetu. Po vazbé AGE na receptory na makrofagu, nebo
na endotelovych burikdch v cévach dochazi kuvolnéni cytokinG: IL-1, IL-6, IL-18
a TNF-a, které mohou pUsobit na trombocyty a negativné ovlivnit fibrinolyticky systém.
V bunkach endotelu mohou cytokiny indukovat syntézu E selektinu a adheznich
molekul pro leukocyty a vyznamné tak ovliviiovat interakci arteridlni stény
s cirkulujicimi elementy. Hyperglykemie tak podpoti adhezi leukocytd k endotelu
zvySenim exprese VCAM-1 a dalSich adheznich molekul na povrchu bunék a aktivuje
vaskularni hladkou svalovinu. Dlsledkem je zvySeni tonu stén artérii, vétsi proliferace
bunék hladké svaloviny a ztlusténi intimy uZ v ¢asné fazi aterogeneze. AGE maiji také
schopnost indukovat tvorbu specifického receptoru (RAGE), ktery vyvola aktivaci NF-kB
a intracelularni oxidacni stres (Masopust et al. 2005; Esposito et al. 2002).

K rozvoji komplikaci v poskozeném obéhovém systému v disledku diabetes
mellitus mUzZe pfispivat i zvySend lipoperoxidace v dUsledku vyssi citlivosti malych
Castic LDL k oxidativnim zménam. Vyssi plazmatické koncentrace lipoperoxidacnich
produktl byly pozorovany pfi zhorsené glukosové toleranci, u diabetiki 2. typu
a experimentalnich modelld inzulinové rezistence. Provedené studie prokazaly, Ze

oxidacni stres mlZe pfispivat krozvoji inzulinové rezistence (Ceriello et al. 1998;
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Paolisso et al. 1994).

Aterosklerdza

K velmi zavainym postizenim kardiovaskuldarniho systému se fadi aterosklerdza.
Toto systémové onemocnéni je z klinického hlediska dullezité zejména u srdecnich
véncitych tepen, extrakranidlnich mozkovych tepen, ale také napf. v ledvinach.
Na patogenezi se podili fada procestd zahrnujicich rozvoj chronického zanétu stény
artérii, jako odpovéd na poskozovani stény cévy v nejvice namahanych mistech. To
zpusobuje nejdfive dysfunkci cévniho endotelu stvorbou cytokinind, adheznich
molekul a rdstovych faktor(. Aktivované endotelové buriky pfitahuji do mista léze
monocyty/makrofagy a T-lymfocyty z krevni cirkulace a buriky hladké svaloviny ze
stény cév. Subendotelovy prostor se postupné zvétsuje. Soucasné zvyseni permeability
endotelové vystelky umozniuje pronikani lipoproteinovych Castic do tohoto prostoru,
dochazi vnich klipoperoxidaci plisobenim ROS a RNS, a uvolnény cholesterol je
pohlcovdn makrofagy za vzniku pénovych bunék. Sténa cévy se v misté poskozeni
zesiluje a dostava prokoagulacni vlastnosti. Cely proces sméfuje k tvorbé ateromu
(Masopust et al. 2005).

Endotel je dynamicky endokrinni systém, ktery reguluje vaskuldrni tonus, lokdlni
homeostazu, zanétlivé a proliferacni procesy. Uvolfiuje rovnéz NO, ktery ovliviuje
vazodilataci, inhibuje trombocytdrni agregaci a tvorbu trombd, expresi adheznich
molekul a oxidacni stres. Rizikové faktory aterosklerdzy, jako jsou diabetes mellitus,
hypercholesterolemie, hypertenze, nebo koureni cigaret poskozuji endotelovou funkci
(Egashira 2002).

Na vyvoji ateromu se podstatnym zpUsobem podileji trombocyty, které se
vyznamné uplatiiuji v hemokoagulaci. Hlavnim reguldtorem jejich tvorby a konecné
diferenciace je trombopoetin. Megakaryopoeza potfebuje pro optimalni proliferaci
jesté pritomnost IL-3 a faktoru kmenovych bunék, na dal$i normalni vyvoj plGsobi také
IL-6 a IL-11 (Trojan et al. 1994).

Oxidacni stres se na agregaci trombocytl vyznamné podili. Plsobenim ROS a RNS
dochazi ke strukturalnim zménam na trombocytarni membrané, zejména k ovlivnéni
struktur s obsahem mastnych kyselin. Bylo prokazano, Ze aplikace a-tokoferolu vyrazné

snizila lipidovou peroxidaci, tlumila agregaci a inhibovala adhezi trombocytl
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na tkanové struktury, navozovala protizdnétlivy Uc¢inek monocytl a zlepSila funkce

endotelu (Hartus et al. 2002).

Trombocytarni agregace a jeji ovlivnéni

Hemostadza

Krevni desti¢ky jsou vyznamnymi faktory procesu vedouciho k zdstavé krvaceni.
Tento proces se sklada z vazokonstrikce, nahromadéni desticek v misté poranéni
a vytvoreni hemostatické zatky, srazeni krve (vzajemna reakce plazmatickych faktorq,
koncici vytvorenim fibrinu a definitivniho trombu) a zahojeni poranéni (odstranéni
trombu fibrinolyzou, zahojeni za pomoci fibroblastd a hladkych svalovych bunék).

V misté poskozeni zacne probihat vazokonstrikce, ktera je reakci na poranéni.
Dochazi k uvolnovani TXA, (navozeni vazokonstrikce a tvorba aktivovanych desticek).
Nejvétsi vazokonstrikce nastdva ale vlivem myogenni reakce cév na poranéni
(Martinkova et al. 1986).

Dochazi k adhezi desticek, zméné jejich tvaru, agregaci a sekreci obsahu granul.
Adheze je zprostfedkovana COL (stimuluje trombocyty) a VWF (vaZe se na receptory
desticek). Vlivem adheze méni desticky tvar, do okoli jsou uvolfiovany dlouhé a tenké
vybézky — filopodie. Shlukovani desti¢ek se déje diky jejich aktivatoru TR, ktery vznika
v misté poranéni cévy. Tohoto procesu se uUcastni fada dalSich latek a dochazi
k agregaci. Medidtorem procesu srazeni je fibrinogen, ktery se vaze na destickové
receptory (nutna pfitomnost Ca®* a Mg?*). Z membrany desti¢ek se uvolfiuje také AA,
které je metabolizovana na endoperoxidy a TXA,. Dale dochazi k ireverzibilni agregaci,
ktera je spojena se secernaci granul desticek a uvolnénim ADP. Proces agregace je dale
ovlivnén trombospondinem, vzrlstajicim mnoZstvim TR, adrenalinem, vazopresinem
a PAF, a je inhibovan napf. NO nebo PGIl, (maji také vazodilatacni efekt). Agregace
trombocytl se déje pod vlivem zpétné vazby, kterd zahrnuje ADP, serotonin a dalsi
medidtory uvolfiované z desticek i endotelu (Trojan et al. 1994).

Hemokoagulace je komplexni déj, ktery probihd za ucasti proteind, fosfolipidl
aiontl. Dochazi k preméné krve na nerozpustny gel. V celé kaskadé navzdjem se
navazujicich déji dochazi k zesilovacimu ucinku, kdy aktivace nanogramui enzymu
na pocatku vyusti v preménu miligram0 fibrinogenu na fibrin (pro vSechny reakce je

nutnd pfitomnost Ca?*). Koagulaéni déje mizeme rozdélit na systém vniténi (viechny
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faktory jsou obsazeny v plazmé) a zevni (zacind uvolnénim tkanového tromboplastinu).
Oba systémy spolu konverguji pfi tvorbé faktoru Xa. Dalsi sled déjd, vedouci k vzniku
fibrinu, Ize oznacit za spolecny. Cely proces srazeni krve Ize rozdélit do tfech zakladnich
fazi: vznik protrombin konvertujiciho enzymu, vznik TR a vlastni tvorba fibrinu (Trojan
et al. 1994).

Fibrinova srazenina je po urcitém Case odstranéna enzymatickym Stépenim fibrinu
plazminem. Tento fibrinolyticky systém se sklada z neucinného plazminogenu,

ucinného plazminu, a aktivatord a inhibitort plazminogenu (Trojan et al. 1994).

Antiagregacni latky

Proces srazeni krve je nezddoucim jevem u rdznych kardiovaskularnich poruch
(napf. nestabilni angina pectoris, profylaxe po infarktu myokardu, nebo profylaxe
okluzi po chirurgickém bypassu). Z téchto dlvod( jsou syntetické a pfirodni latky
ovliviiujici destickovou agregaci testovany z hlediska vyuziti v prevenci a terapii
kardiovaskularnich nemoci (Facino et al. 1990; Ling et al. 2007).

V soucasnosti je nejvice pouzivanym |éCivem ASA, kterd ovliviiuje agregaci
prostiednictvim TXA, (tvofi se zejména v destickach), ktery agregaci zvySuje
a prostacyklinu (tvofi se zejména v endotelu), ktery ji snizuje. COX katalyzuje preménu
AA na PGH, (prekursor prostaglandin(, tromboxanu a prostacyklinu). COX ma dvé
formy: konstitucni COX-1 a indukovanou COX-2. ASA inhibuje ireversibilné COX jak
v trombocytech, tak destickach. ProtoZze se COX v endotelu syntetizuje rychle,
schopnost tvorby prostacyklinu je porusSena jen prechodné. Trombocyty jsou ale
v dUsledku nulové de novo syntézy enzymu postizeny do konce své Zivotnosti. ASA
byva davkovana tak, aby byla umoznéna regenerace syntézy prostacyklinu. Souc¢asna
inhibice tvorby PGE, je nezaddoucim efektem, protoZe se odstranuje pfiznivy vliv
na ochranu Zaludecni sliznice. Tento problém byl sniZzen u selektivnich inhibitord COX-2
(oxikamy, koxiby). Z pfirodnich latek tak napf. plsobi nékteré withanolidy. Aplikovany
byly také tzv. dudlni inhibitory AA (likofenon), ktery inhibuje jak COX, tak 5-LOX
(Masopust et al. 2005; Jayaprakasam a Nair 2003).

K dalSim antiagregacnim lécivim patfi napfr. tiklopidin, klopidogrel, indobufen
(reverzibilni blokdda COX), dipyridamol (inhibice enzymu fosfodiesterasy),

sulfinpyrazon (reverzibilni inhibice COX a inhibice adheze trombocytl na kolagen)
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(Ldllman et al. 2002; Suchopar et al. 1997).

K pfirodnim latkam ovliviiujicim agregaci trombocyt( patfi nékteré kumariny (Hoult
a Paya 1996), flavonoidy (MojziSovd a Kuchta 2001), katechiny (Kang et al. 1999),
kondenzované trisloviny (Koleckar, Kubikova et al. 2008) nebo alkaloidy (Chia et al.
1999). Antiagregacni aktivita polyfenold je pravdépodobné zprostfedkovana
soucasnym ovlivnénim nékolika rdznych biochemickych procesi. Jednad se napf.
o antagonistické plUsobeni na receptror pro PAF, kolagenovy receptor, tromboxanovy
receptor, agonistické plsobeni na receptor pro ADP, inhibici tvorby tromboxanu,
zvySeni produkce cyklickych nukleotidd nebo schopnost aktivovat PKC (Cook a Samman
1996; Teng a Ko 1998). Antioxidacni aktivita polyfenoll pfispiva k jejich antiagregacnim
efektlim. Polyfenolické latky se mohou vazat na membranu trombocyt( a plUsobit tam
proti volnym radikaldm, které podporuji agregaci. Flavonoidy také obnovuji biosyntézu
endotelidlnich prostacyklint, kterd je potlacena volnymi radikaly (Cook a Samman

1996).

Méreni antioxidacni aktivity ptirodnich latek

PFi méreni antioxidacni aktivity pfirodnich latek se vyuziva celd fada metod. Existuji
rizné metody pro rGzné typy vzork( a testovanych latek. Metody se lisi také typem
pouzitého radikalu (vyuzivaji syntetické radikaly nebo radikaly télu vlastni). Existuji
jednoduché in vitro metody, metody vyuzivajici slozitéjsSich tkanovych systém, nebo je
antioxidacni aktivita hodnocena na zvifatech nebo lidech. Antioxidacni metody se lisi
také napfr. zplsobem instrumentace (rtzné zpusoby detekce, vyuziti HPLC atd.)

Podle cile hodnoceni mohou byt metody stanoveni antioxidacni aktivity rozdéleny
do dvou skupin — na metody hodnotici schopnost eliminovat volné radikaly
a na metody hodnotici redoxni u¢innost antioxidantu.

K zakladnim metodam hodnoticim schopnost eliminovat volné radikaly se fadi
metoda vyuZivajici ABTS™, jehoZ Ubytek se sleduje spektrofotometricky. Oznaluje se
také jako metoda TEAC z divodu srovnani vysledné antiradikalové aktivity vzorku
s aktivitou syntetického antioxidantu troloxu. V reakéni smési se ABTS™ generuje
oxidaci ABTS, napr. pomoci systému ABTS/H,0,/peroxidasa nebo
ABTS/methmyoglobin/H,0,. ABTS"" se miiZze generovat b&hem vlastniho méfeni, nebo

jiz mUZe byt vreakéni smési pritomen. Metoda je pouZitelnd jak v hydrofilnim tak
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lipofilnim prostfedi (Re et al. 1999; Rice-Evans et al. 1995).

U DPPH metody reaguje vzorek s DPPH radikdlem za vzniku DPPH-H. Reakce je
sledovana spektrofotometricky. Metoda je pouzivana vridznych modifikacich, napf.
v kombinaci s HPLC, SIA, TLC nebo ESR (Bondet et al. 1997; Espin et al. 2000; Koleckar
et al. 2007; Nanjo et al. 1996; Poldsek et al. 2004).

Metoda ORAC hodnoti schopnost latky zpomalit, nebo zastavit produkci
generovanych kyslikovych radikal(. Detekce je zaloZena na sledovani ubytku pB-
fykoerythrinu nebo fluoresceinu po kontaktu s radikaly. Generovany mohou byt jak
hydroxylové tak peroxylové radikaly (Cao et al. 1997). Jiné metody hodnotici eliminaci
hydroxylového radikdlu vyuzivaji pfi jeho generovani napf. Fentonovu reakci nebo UV
fotolyzu H,0,. Detekce je provadéna na zdakladé reakce radikalu napf. s kyselinou
salicylovou nebo deoxyribosou. Poté jsou stanoveny reakéni produkty hydroxylované
kyseliny salicylové, nebo latky vzniklé reakci degradacnich produktl deoxyribosy
s thiobarbiturovou kyselinou (Paulova et al. 2004).

Pfi hodnoceni eliminace superoxidového radikdlu se radikdl generuje
neenzymaticky reakci 5-methylfenaziniummethylsulfatu s NADH nebo systémem
xanthin/xanthinoxidasa. Vznikly radikal redukuje nitrotetrazoliovou modr, detekce se
provadi spektrofotometricky. Zndmy jsou i dalsi zpUsoby detekce, napf. ESR metoda,
nebo kombinace HPLC a chemiluminiscence (Paulova et al. 2004).

Rada metod je zaméfena na hodnoceni peroxidace lipidd. Latky potlacujici
lipidovou peroxidaci mohou eliminovat iniciacni kyslikové radikaly, sekundarné vzniklé
radikdlové meziprodukty (peroxyly, alkoxyly), nebo mohou pUsobit také jako latky
chelatujici prechodné kovy. Bylo vyvinuto mnoho metod hodnoticich vliv antioxidant,
od méné slozitych, které se provadi s jednoduchymi lipidy v jednoduchém systému
(napf. hodnoceni produktd peroxidace linolové kyseliny, nebo hodnoceni
sekundarniho produktu lipidové peroxidace malondialdehydu na zakladé jeho barevné
reakce s kyselinou thiobarbiturovou), aZz po sloZitéjsi biologické modely na
mitochondriich, LDL ¢asticich nebo tkanovych homogenatech (Paulova et al. 2004).

Metoda FRAP hodnoti redoxni ucinek antioxidantld. Je zaloZena na redukci
komplexu Fe®*-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) antioxidanty ve vzorku. NarGst
absorbance se sleduje spektrofotometricky (Firuzi et al. 2005).

Cyklicka voltametrie hodnoti schopnost latek odstépovat elektrony. Na elektrodu
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se vklada napétovy impuls a sleduji se proudové odezvy v roztoku studované latky

(Firuzi et al. 2005).

25



3. CiL PRACE
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shromazdéni (sbér, ndkup) vzorkd riznych morfologickych ¢asti rostlin z celedi
Asteroideae a Cichorioideae; potvrzeni identity vzork( ziskanych sbérem doc.
RNDr. L. Opletalem, CSc.; pfiprava sumarnich lyofylizovanych extrakt( podle
standardizovaného postupu,

provedeni antioxidacniho screeningu sumarnich extraktli pomoci nové vyvinuté
metody vuzivajici vychytavani DPPH radikalu a SIA metody,

vyhodnoceni vysledk( antioxidacniho sreeningu a vybér taxonu pro izolaci
antioxidacné ucinnych sekundarnich metabolitd,

zajisténi dostatecného mnozstvi rostlinného materidlu vybraného taxonu;
provedeni fytochemické studie scilem ziskat nejvice antioxidacné ucinné
latky a identifikovat je,

stanoveni antioxidacni aktivity izolovanych latek pomoci DPPH-SIA metody
a FRAP testu,

vyhodnoceni antiagregacni aktivity izolovanych latek za pouzZiti agonistd
agregace,

stanoveni obsahu izolovanych latek v rostliné.
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4. MATERIAL A METODY

28



Chemikalie

acetonitril gradient grade LiChrosolv

agregacni agonisté (AA, ADP, COL) (Sigma-Aldrich)
amoniak 25% €.
2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol (Tris) p. a.
citran sodny 3,6%

dimethylsulfoxid bezvody p. a.

ethanol 95% ¢.

ethyl-acetat p. a.

ethyl-formiat p. a.

ethylmethylketon p. a.
1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl radikal (95%) (DPPH) (Sigma-Aldrich)
B-glukosidasa (Sigma-Aldrich)

hydroxid sodny p. a.
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina (trolox) (Sigma-
Aldrich)

chlorid Zelezity hexahydrat p. a.

chloroform p. a.

L-askorbova kyselina CL 2006

kyselina acetylsalicylova CsL 3

kyselina chlorovodikova 36% p. a.

kyselina mravenci 85% p. a.

kyselina octova p. a.

kyselina sirova 96% p. a.

methanol p. a.

octan sodny ¢.

kvercetin (Sigma-Aldrich)

siran Zeleznaty heptahydrat p. a.

toluen p. a.

tri(2-pyridyl)-s-triazin (Sigma-Aldrich)

vanilin €.

voda superdista (ziskand reverzni osmdzou)
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xylosa €.

susidlo: silikagel perly (Sigma-Aldrich)

Pfiprava sloupce polyamidu

Polyamid (Nylon N6) byl prevrstven koncentrovanou kyselinou octovou, povaren
a ponechan vychladnout. K suspenzi vylou¢eného praskového polyamidu byla pfidana
voda, polyamid byl odsat a znovu promyt vodou. K vodné suspenzi umisténé do Siroké
chromatografické kolony byl pridavan 1% amoniak. Po dikladném promyti byla kolona
promyta vodou a 50% methanolem. Suspenze byla po 3 hodindch stani zfiltrovdna
a ponechana v zapnuté digestofi. Jesté vihky polyamid byl stérkou protlacen pres sito
(0,63 mm). Po vysusSeni byl polyamid presitovan na velikost 0,1 — 0,2 mm, promyt
vodou (70 — 80 °C) a dekantovan. Po tfetim promyti a dekantaci se polyamid prevrstvil
ethanolem (95%) a nechal stat po dobu 1 dne. Poté byl znovu odsat a vysuSen stanim
v zapnuté digestofi po dobu 3 dnd.

Chromatograficka kolona byla utésnéna gazou v dolni ¢asti a naplnéna suspenzi
polyamidu v destilované vodé. Na povrch adsorbentu byl nalit vzorek rozpustény

v destilované vodé.

Pf¥iprava sloupce silikagelu

Obchodni preparat silikagelu byl presitovan na frakci 0,1 — 0,2 mm, precistén
chloroformem, methanolem a vysuSen. Ddle byl aktivovan vsusarné pfi 160 °C
po dobu 4 hodin. Po vychladnuti byla k silikagelu pridana destilovana voda (silikagel :
voda 9 : 1) a smés byla michdana po dobu 1 hodiny.

Chromatograficka kolona s vatovou prepazkou v dolni ¢asti byla naplnéna suspenzi
pfipraveného silikagelu v rozpoustédle. Na povrch adsorbentu byl nanesen roztér
silikagelu a vzorku (pomér 2 : 1). Roztér byl pfipraven rozpusténim vzorku v ethyl-
acetatu, pridanim silikagelu (silikagel : vzorek 2 : 1), promisenim a odparenim ethyl-

acetatu na vodni lazni. Roztér byl vysusen ve vakuovém exsikatoru (24 hod).

Tenkovrstva chromatografie
Tenkovrstva chromatografie byla provddéna na deskach Kieselgel 60 F;s4 (Merck

AG, Darmstadt, Némecko). Komory N byly syceny mobilni fazi minimalné pal hodiny
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pred vlozenim chromatogramu, ktery byl nejprve promyt mobilni fazi, odvétran a poté

pfipraven k nanaseni vzorku.

Odparovani frakci
Frakce a extrakty ziskané béhem izolace byly odparovany na vakuové odparce (50

°C, 1,33 kPa) za poutZiti difuzni membranové vyvévy Vacuubrand MZ 2C.

Suseni extraktl a izolovanych latek
Vysusovani rostlinnych extraktl a izolovanych latek bylo provadéno v exsikatoru,
za vylouceni svétla, pfi normalni teploté a tlaku 0,66 kPa pomoci silikagelu po dobu

12 hodin. Pred pouzitim byl silikagel vysusen v susarné pfi 160 °C po dobu 3 hodin.

Méreni teploty tani
Teplota tani izolovanych latek byla méfena na bodotavku Boetius. Latky byly

nejprve vysuseny ve vakuovém exsikatoru po dobu 24 hodin.

UV spektrofotometrie
Izolované latky byly rozpustény v ethanolu nebo methanolu a ndsledna analyza byla
provedena na spektrofotometru Shimadzu UV-1601 (Shimadzu, Praha, Ceska

Republika).

NMR analyza

Izolované latky byly rozpustény v DMSO. NMR analyza byla provedena na Katedre
anorganické a organické chemie (Farmaceutickd fakulta UK, Hradec Kralové)
na pristroji VARIAN Mercury — Vx BB 300 spektrometr (Varian, Inc. Corporate
Headquarters, Palo Alto, USA): 1H-NMR 300 MHz a 13C-NMR 75.46 MHz.

MS analyza

Hmotnostni spektrometrickd analyza izolovanych latek byla provedena na Ustavu
technologie potravin (Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita v Brné) na pfistroji
HP 1100 LC system (Hewlett Packard, Palo Alto, USA) vybavenym quadrupdlovym
detektorem a kolonou Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 mm x 4,6 mm; 5 um, Zorbax,
Hewlett Packard, Waldbronn, Germany). ESI-MS spektra byla hodnocena v pozitivnim

modu. Latky byly rozpustény v methanolu. Pro analyzu byla vyuzita metoda popsana
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ve studii Klejduse et al. (2001).

Priprava rostlinnych extraktt

Vzorky rostlin (tab. 2) byly sbirany na rdiznych mistech Ceské Republiky b&hem roku
2001 a 2002. Rostlinny material (priblizné 5 g) byl suSen pfi pokojové teploté,
rozdrobnén na kousky velikosti 5 mm a rozemlet v elektrickém mlynku po dobu
15 sekund na smés o velikosti ¢astic pfiblizné 0,1 mm.

5 g rozdrobnéné drogy bylo extrahovano 75 ml ethanolu (70%, w/w) v ultrazvukové
[dzni Sonorex Super 10P (Bandelin) pfi stupni 10 po dobu 30 min za laboratorni teploty.
Extrakt byl poté zfiltrovan a rostlinny material znovu promyt 3 x 10 ml ethanolu (70%,
w/w). Filtraty byly spojeny, ¢astecné odpareny (50 °C), ochlazeny a prefiltrovany pres
maly sloupec Cisténé kifemeliny (Hyflo Super Cel) v Pasteurové pipeté. Filtrat byl
odparen na vakuové odparce (50 °C) do sirupové konzistence, zamrazen v tenké vrstvé
na sténé lyofilizacni nadoby pomoci kapalného dusiku a umistén do lyofilizacniho
zafizeni po dobu 3 hod. Lyofilizace byla provedena na pfistroji Freezone 1 (Biotech,
Praha), p¥i -50 °C a tlaku 107 torr. Dosudeni lyofilizovanych extraktd bylo provedeno
v exsikatoru. VysuSeny extrakt byl pfeveden do 10 ml lahvicek, prevrstven argonem
a hermeticky uzavien. Lahvic¢ky byly skladovany v mrazicim zafizeni pfi teploté -23 az -

27 °C az do zacatku antioxidacniho méreni.

v s ve

Detek¢ni Cinidla pro TLC

vanilin-kyselina sirova

DPPH-SIA test

Metoda je zaloZena na reakci DPPH" s antioxidantem. Dochazi ke zhd3eni DPPH’
projevujici se snizenim intenzity fialového zbarveni DPPH roztoku a poklesem jeho
absorbance, mérené pii A= 525 nm. Pokles absorbance je Uumérny koncentraci
antioxidantu ve vzorku (Bondet et al. 1997).

Pro ucely antioxidacniho screeningu rostlinnych extraktt i Cistych latek byla klasicka
DPPH metoda automatizovana pomoci programovatelného SIA systému (Polasek et al.
2004; Rehdkova et al. 2008). Schéma SIA systému je zobrazeno na obr. 7. Analyticky
systém byl tvoren pfistrojem FIAlab 3000 (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA)

vybavenym 2,5 ml pistovym Cerpadlem, Sesticestnym prepinacim ventilem, USB2000-
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UV/VIS spektrofotometrem s LS-1 svételnym zdrojem (Ocean Optics, USA) a SMA-Z
pratokovou celou. Objem misici civky byl 0,6 ml, primér 0,72 mm (Watrex, Praha,
Ceska Republika).

Zakladni roztoky lyofilizovanych rostlinnych extraktd celedi Asteroideae
a Cichorioideae a extraktl ziskanych z Leuzea carthamoides v pribéhu fytochemické
studie byly pfipraveny rozpusténim pfiblizné 1 mg vzorku v ethanolu (50%, v/v) tak,
aby vysledna koncentrace byla 1 mg sudiny.ml™. Rozpousténi probéhlo v ultrazvukové
[azni pfi stupni 10 po dobu 10 min za laboratorni teploty. Zakladni roztoky urcené
pro screening 87 rostlinnych vzorkG byly dale zfedény ethanolem (50%, v/v)
na koncentrace 0,5 mg.ml'l, 0,25 mg.ml'l, 0,1 mg.ml'1 a 0,05 mg.ml'l. Vzorky extraktu
ziskanych béhem izolacni studie z L. carthamoides byly nafedény navic na koncentrace
0,025 mg.ml™, 0,01 mg.ml™* a 0,005 mg.ml™. Roztoky izolovanych latek byly pfipraveny
obdobnym zplsobem na koncentrace 10 uM, 50 uM, 100 pM, 250 uM, 500 uM
a 750 uM. Jako nosny proud byl pouzit ethanol (50%, v/v). Roztok DPPH byl pfipraven
rozpusténim 3,9 mg DPPH v 100 ml ethanolu (50%, v/v). Pro kaZzdou koncentraci vzorku
bylo provedeno troji méreni.

DPPH zhaseci aktivita vzorkd byla popsana zhasecim indexem Q (%) definovanym

jako relativni pokles absorbance DPPH roztoku vyvolany pridavkem antioxidantu:

(1-A,)

Q= x100

0

kde A je absorbance samotného DPPH roztoku bez vzorku a A, je absorbance DPPH
roztoku po pridani a promichani sevzorkem. U kazdého vzorku byla zmérena
a vypoctena hodnota Q pro danou koncentraci. Vyslednd hodnota Q pro danou
koncentraci byla vypoctena jako primér ze tfi provedenych méfeni. V programu
GraphPad Prism (Version 3.02 for Windows) byla sestrojena krivka zavislosti Q na
koncentraci vzorku (GraphPad Software, San Diego, USA). Z této ktivky byl vypocten
parametr ECso (koncentrace odpovidajici 50 % aktivity Q). U izolovanych latek jsou
hodnoty ECsq uvedeny se smérodatnou odchylkou, odvozenou ze tfi antioxidacnich

analyz kazdé latky.

33



VZOREK &INIDLO DETEKTOR

ODPAD

DETEKTOR

PISTOVE
CERPADLO

Obr. 7. Schéma SIA systému

FRAP test

FRAP test je spektrofotometrickd metoda zaloZena na schopnosti antioxidantd
redukovat Fe** na Fe?*. Zeleznaté ionty tvofi s TPTZ modfe zabarveny komplex, ktery je
spektrofotometricky detekovan pfi A= 595 nm (Firuzi et al. 2005).

+antioxidant

[Fe(III)(TPTZ)z]3+ «—> Fe(II)(TPTZ)z]2+
-e

Spektrofotometrické méreni bylo provedeno na mikrotitraénich destickach
s 96 jamkami Brand 400 pl (Fisher Scientific, Pardubice) pfistrojem Anthos 2010
(Eugendorf, Rakousko).

Pro ptipravu FRAP roztoku bylo pouzito 10 ml acetatového pufru (300 mM, pH 3,6),
1 ml roztoku hexahydratu chloridu Zelezitého (20 mM) rozpusténého ve vodé a 1 ml
TPTZ (10 mM) rozpusténého v roztoku chlorovodiku (40 mM). Na mikrotitracni desticky
bylo ¢tyfnasobné napipetovano 25 pul roztoku testované latky (heptahydratu siranu
Zeleznatého) v methanolu, nebo acetatovy pufr v koncentra¢nim rozmezi 10 — 200 pM.
Do trech jamek byl pfidan FRAP roztok (175 ul) zahtaty na teplotu 37 °C a do Ctvrté

jamky se pfridal acetatovy pufr. Do dalSich tfi jamek bylo napipetovano 25 pl



acetatového pufru s 175 pl FRAP roztoku. Absorbance byla monitorovana v ¢asovych
intervalech od 4 do 120 minut. Redukéni schopnost testovanych latek v ¢ase t byla

uvedena jako FRAP hodnota; vypoctend podle vzorce (Firuzi et al. 2005):

FRAPhodnota, (M) = (Mj x10°
a, Fe
kde a; test. Idtka je zména absorbance vztazena k testovanému vzorku v Case t
(4. nebo 60. minuta) o vysledné koncentraci 10 pl a a; Fe’* je zména absorbance
vztazenad k heptahydrdtu siranu Zeleznatého ve stejném case a stejné koncentraci.
Vsechna méreni byla tfikrat opakovana. Vypocty byly provedeny v programu SigmaPlot

2002 Verze 8.0 pro Windows (Systat Software Inc., San Jose, USA).

Antiagregacni test

Méreni antiagregacni aktivity izolovanych latek bylo provedeno in vitro s lidskymi
trombocyty. Jako agonisté agregace byly pouzity AA, ADP a COL.

Krev pro analyzu pochdzela od zdravych dobrovolnik(i, nekurakd, ktefi neuzivali
nejméné 10 dn(l pfed odbérem Zadné Iéky ovliviujici agregaci trombocytu. Ke krvi byla
pridana antikoagulacni prisada — 3,8% citran sodny. PRP byla ziskana jako supernatant
odstfedénim (10 min pfi 240 x g; centrifuga U-32R, Boeco, Hamburg, Germany) 20 ml
odebrané krve. PPP byla pfipravena odstifedénim (15 min pfi 600 x g) zbylého podilu.
Polet trombocytl v PRP byl nastaven na 2,5 x 10® trombocytd.ml™ za pouziti PPP
od stejného darce. Pokud nebylo dosazeno poZadovaného poctu trombocytl, bylo
nutno pouZit krev jiného darce. Absorbance PRP byla vzata jako 0% Uroven agregace,
absorbance PPP jako uroven 100%. Testovany vzorek byl rozpustén v 0,1 M Tris-HCI
pufru (pH 7,4). Do 490 ul PRP prenesenych do kyvety pristroje byl pfidan po
3 minutach michani vzorek (10 pl) nebo samotny pufr. Po 5 minutach byl do kyvety
pridan jeden z agonist(l agregace. Vysledna koncentrace agonistli v kyveté byla pro AA
0,5 mM; ADP, 10 uM; COL, 2 ug.ml'1 (Nieuwenhuis et al. 1987).

Proces agregace desticek byl sledovan za pouziti agregometru znacky Chrono-log
500-Ca (Chrono-Log Co., USA) pripojeného k pocitaci (program Aggro/Link Software,
verze 4.75, Chrono-Log Co.) v souladu s metodou popsanou Bornem (Born 1962).

Jednotlivda méreni byla trikrdt opakovana. Velikost antiagregacni aktivity
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izolovanych latek byla popsana hodnotou ECsy (koncentrace vyvoldvajici 50% inhibici

agregace), vypoctenou v programu GraphPad Prism (Version 3.02 for Windows).

Kvantitativni analyza izolovanych latek

Pro kvantitativni analyzu izolovanych latek byl pouzZit HPLC systém slozeny
z gradientové pumpy P200 (Spectra-Physics Analytical, Fremont, USA), davkovaciho
ventilu 7125 — 10 ul (Rheodyne, Cotati, USA), detektoru UV1000 (Spectra-Physics
Analytical, Fremont, USA) a programu CSW Chromatography Station 1.5 DataApex,
Praha, Czech republic). Jako chromatograficka kolona byla pouZzita — Nucleosil 100 —
5C18 AB, 125 x 4 mm I.D. (Macherey-Nagel, Diiren, Germany). Mobilni faze byla
tvorena z 10 % acetonitrilu a 90 % acetatového pufru (pH 4,8). Pouzit byl izokraticky
pratok mobilni faze — 1 ml.min™. Detekce byla provedena pfi vinové délce A= 260 nm.
Méreni bylo provedeno pfi pokojové teploté (23°C).

Sumarni extrakt pro HPLC analyzu byl pfipraven povarenim 0,5 g rozemletych
suchych listd L. carthamoides po dobu 30 minut ve 20 ml ethanolu (95%) pod zpétnym
chladi¢em. Extrakt byl prefiltrovan a rostlinny materidl promyt 2 x 3 ml ethanolu (95%)
a znovu prefiltrovan. Filtraty byly spojeny. Rostlinny material byl znovu povafen po
dobu 30 minut a postup byl zopakovan. Oba filtraty byly spojeny a odpareny na
vakuové odparce (60 °C). Extrakt byl rozpustén ve smési acetonitril : voda (1 : 1, v/v)
a centrifugovan (10 000 rpm, 5 min). Supernatant byl oddélen, prefiltrovan pres HPLC
filtr (Target HPLC Syringe Filter, 0,45 um) a aplikovdan do HPLC systému. Timto
zpGsobem byly pripraveny tfi vzorky. lzolované latky byly rozpustény ve smeési
acetonitril : voda (1 : 1, v/v) v koncentracich 240 pg.ml™*, 120 pg.ml™ a 30 pug.ml*
a aplikovany do HPLC systému. VSechna meéreni byla opakovana trikrat. Vysledné
hodnoty procentudlniho zastoupeni izolovanych latek byly vztazeny ksuSiné listQ

p. saflorové.
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5. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY
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Antioxidacni analyza 87 extraktu

Vysledky screeningu (DPPH-SIA test) sumarnich extraktl pfipravenych z rostlin
Celedi Cichorioideae a Asteroideae jsou uvedeny v tabulce 2. Rozmezi hodnot ECsq
testovanych vzorkd se pohybovalo od 0,046 mg.ml™ (nejvice aktivni extrakt pfipraveny
z listd L. carthamoides) do 0,542 mg.ml™* (nejméné aktivni extrakt ptipraveny z kvétd
Centaurea cyanus). Na zakladé téchto vysledk( byly pro fytochemickou studii vybrany

listy L. carthamoides (Koleckar, Opletal et al. 2008).

Tabulka 2. Vysledky antioxida¢niho DPPH testu (ECso; mg.ml™) réiznych &sti rostlin

Celedi Asteroideae a Cichorioideae

Rostlina ECso
(mg.ml™)

Achillea collina (kvetouci nat) 0,142
Achillea millefolium (kvetouci nat) 0,095
Achillea millefolium (kvétenstvi) 0,173
Achillea nobilis (kvetouci nat) 0,117
Achillea ptarmica (kvetouci nat) 0,057
Achillea ptarmica (kvétenstvi) 0,073
Antennaria dioica (kvetouci nat) 0,096
Arctium lappa (kvétenstvi) 0,245
Arctium lappa (listy) 0,221
Arctium tomentosum (kvetouci nat) 0,216
Arnica montana (kvetouci nat) 0,113
Artemisia absinthium (nat bez kvét() 0,160
Artemisia dracunculus (nat bez kvétQ) 0,088
Artemisia pontica (nat bez kvét() 0,053
Artemisia vulgare (kvetouci nat) 0,109
Bellis perennis (kvétenstvi) 0,257
Bidens tripartita (kvetouci nat) 0,069
Calendula officinalis (kvétenstvi) 0,505
Calendula officinalis (nat bez kvét() 0,412
Centaurea cyanus (kvétenstvi) 0,542
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Tabulka 2, pokratovani. Vysledky antioxidaéniho DPPH testu (ECso; mg.ml™)

raznych Casti rostlin ¢eledi Asteroideae a Cichorioideae

Rostlina ECso
(mg.ml'l)

Centaurea jacea (kvetouci nat) 0,144
Centaurea triumpheti (kvetouci nat) 0,208
Chamaemelum nobile (kvétenstvi) 0,251
Chrysanthemum leucanthemum (kvetouci nat) 0,060
Cichorium intybus (kvétenstvi) 0,211
Cirsium acaule (listy) 0,193
Cirsium arvense (kvetouci nat) 0,174
Cirsium canum (kvetouci nat) 0,308
Cirsium heterophyllum (kvetouci nat) 0,137
Cirsium oleraceum (kvétenstvi) 0,168
Cirsium oleraceum (listy) 0,156
Cirsium vulgare (kvetouci nat) 0,266
Cnicus benedictus (kvetouci nat) 0,262
Cota tinctoria (kvetouci nat) 0,049
Echinacea purpurea (listy) 0,061
Echinops sphaerocephalus (kvetouci nat) 0,088
Erigeron canadensis (kvetouci nat) 0,071
Erigeron strigosus (kvétenstvi) 0,199
Eryngium caeruleum (kvetouci nat) 0,439
Eupatorium cannabinum (kvetouci nat) 0,112
Galinsoga ciliata (kvetouci nat) 0,246
Gnaphalium uliginosum (kvetouci nat) 0,090
Helianthus annuus (kvétenstvi) 0,224
Helianthus annuus (listy) 0,117
Hieracium aurantiacum (kvetouci nat) 0,174
Hieracium cespitosa (kvetouci nat) 0,129
Hieracium laevigatum (kvetouci nat) 0,233
Hieracium murorum (kvetouci nat) 0,132
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Tabulka 2, pokratovani. Vysledky antioxidaéniho DPPH testu (ECso; mg.ml™)

raznych Casti rostlin ¢eledi Asteroideae a Cichorioideae

Rostlina ECso
(mg.ml™)

Inula helenium (kvetouci nat) 0,087
Inula hirta (kvetouci nat) 0,049
Inula oculus-christi (kvetouci nat) 0,182
Inula racemosa (listy) 0,079
Inula salicifolia (kvetouci nat) 0,048
Lactuca serricola (kvetouci nat) 0,188
Leontodon lecipidus (kvetouci nat) 0,201
Leuzea carthamoides (listy) 0,046
Matricaria discoidea (kvetouci nat) 0,450
Matricaria discoidea (kvétenstvi) 0,174
Chamomilla recutita (nat bez kvétd) 0,384
Chamomilla recutita (kvétenstvi) 0,152
Petasites hybridus (kvétenstvi) 0,059
Petasites hybridus (listy) 0,050
Pilosella caespitosa (kvetouci nat) 0,134
Pyretrum corymbosum (kvetouci nat) 0,076
Scorzonera hispanica (kvetouci nat) 0,268
Senecio fuchsii (kvetouci nat) 0,121
Senecio jacobaea (kvetouci nat) 0,183
Senecio jacobaea (kvétenstvi) 0,278
Senecio jacobaea (nat bez kvét() 0,207
Senecio vulgaris (kvetouci nat) 0,214
Silybum marianum (listy) 0,135
Solidago canadensis (kvetouci nat) 0,096
Solidago canadensis (kvétenstvi) 0,084
Solidago canadensis (nat bez kvét() 0,120
Solidago gigantea (kvetouci nat) 0,079
Solidago gigantea (kvétenstvi) 0,061
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Tabulka 2, pokratovani. Vysledky antioxidaéniho DPPH testu (ECso; mg.ml™)

raznych Casti rostlin ¢eledi Asteroideae a Cichorioideae

Rostlina ECso
(mg.ml™)

Solidago gigantea (nat bez kvétu) 0,142
Sonchus oleraceus (kvetouci nat) 0,389
Tanacetum vulgare (kvetouci nat) 0,098
Tanacetum vulgare (kvétenstvi) 0,251
Tanacetum vulgare (listy) 0,054
Taraxacum officinalis (kvétenstvi) 0,192
Taraxacum officinalis (listy) 0,065
Tripleurospermum maritimum (nat bez kvétu) 0,267
Tripleurospermum maritimum (kvétenstvi) 0,258
Tussilago farfara (kvétenstvi) 0,125
Tussilago farfara (listy) 0,059

Extrakce listti L. carthamoides

Suché rozdrobnéné listy (10,5 kg, velikost do 5 mm) parchy saflorové (Leuzea
carthamoides) byly zakoupeny z rostlinné farmy (Radka Simakova, Ohnisov, Ceska
Republika), umistény do perkolatoru (objem 50 1) a zality ethanolem (95%).
Po dvacetétyfhodinovém stani v klidu byla droga perkolovana tak, aby za 2,5 hod
vyteklo 5 litr(i extraktu. Ethanol byl soucasné doplfiovan do perkolatoru. Bylo ziskano
105 | extraktu, ktery byl odparen na vakuové odparce pfi teploté 50 °C do objemu 4,5
litrd. K zelenému viskdznimu extraktu s velkym mnoZstvim chlorofylu byla pfidana
horkad destilovand voda (4,5 |). Extrakt byl zahfan na teplotu 80 °C, promichan,
ponechan zchladnout na teplotu 50 °C a prefiltrovan pres bunicitou vatu tak, aby
chlorofyl zlstal v nalévaci nadobé. Chlorofyl byl prelit 1 litrem horké vody (80°C),
promichan a extrakt opét prefiltrovan. Oba extrakty byly spojeny (tzv. primarni extrakt;

9 litra).
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Obr. 8. Kvetouci nat L. carthamoides (Willd.) DC.

Primarni extrakt byl vytfepdn Sestkrat chloroformem (pomér vodna faze
chloroform 4 : 1). Hmotnost odpareného vodného extraktu byla 967 g, hmotnost
chloroformového odparku byla 110 g. Asi 10 mg jmenovanych extraktd bylo vysuseno
v exsikatoru, zvazeno, naredéno na urCené koncentrace a pfipraveno pro DPPH
analyzu. Zji$téné hodnoty ECso: primarni extrakt 0,138 mg.ml™; chloroformovy extrakt
0,908 mg.ml™; vodny extrakt 0,103 mg.ml™. Schéma zakladniho postupu fytochemické
studie a hodnoty antioxidacnich aktivit jednotlivych extraktd zjisténé DPPH testem jsou

uvedeny na obr. 9.

Vodny extrakt byl rozpustén ve vodé a nalit na sloupec polyamidu:
Vodny extrakt: 967 g, rozpustény v 6 570 ml vody
Adsorbent: polyamid 0,1 -0,2 mm, 1 670 g, rozmichany v 4 860 ml vody

Délici loze: 15x31cm
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Délici kolona byla promyta 6 | vody. Zluté zbarveny pas fenolickych latek byl poté
eluovan 10 | ethanolu (95%). Vodna i ethanolova frakce byly jimany a odpareny.
Odparena vodna frakce (NFC) vazila 631 g, odpafena ethanolova frakce (FPC) vazila
200 g. Po odebrani a vysuseni vzorkd (10 mg) obou frakci byla stanovena antioxidac¢ni
aktivita DPPH testem. Hodnoty ECsq: NFC 0,973 mg.ml'l; FPC 0,046 mg.ml'1 (obr. 9).

FPC (200 g) byla rozpusténa ve vodé (22 |) a vytfepana Sestkrat ethyl-acetatem
(vodna faze : ethyl-acetat 4 : 1). Po odpareni a vysuseni obou ziskanych extrakt( bylo
ziskano 130 g vodného a 66 g ethyl-acetatového extraktu. Po provedeni antioxida¢niho
DPPH testu byly zjistény hodnoty ECso: vodny odparek 0,059 mg.ml™; ethyl-acetatovy
odparek 0,038 mg.ml™.

primarni extrakt

(0,138)
e ~A
vodny extrakt chloroformovy
(0,103) extrakt (0,908)
/ \\‘\A
FPC (0,046) FNC (0,973)
/ T
ethyl-acetatovy vodny extrakt
extrakt (0,038) (0,059)

|

déleni na sloupci
silikagelu
Obr. 9. Schéma zékladniho postupu fytochemické studie a hodnoty ECso (mg.ml™)

extraktU zjisténé DPPH testem

Antioxidacni aktivita frakci ziskanych sloupcovou kapalinovou chromatografii
Na sloupec adsorbentu byl nanesen roztér vznikly promichanim, odparenim a

vysuSenim ethyl-acetatového odparku rozpusténého v minimu ethyl-acetatu a

adsorbentu.
Ethyl-acetatovy odparek: 66 g
Adsorbent: silikagel Fluka 0,063 —0,2 mm, 1926 g, + 10% vody
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Délici loze:

Vrstva s extraktem:

Frakce:

Doba eluce frakce:

Iniciacni mobilni faze:

Kontrolni TLC:

6x130cm

6 x15cm

250 ml

20m

in

chloroform : ethanol 95 : 5

z kazdé frakce byly preneseny do mikrozkumavky asi

0,2 ml, které byly odpafeny proudem dusiku pfi 50 °C,

rozpustény v kapce ethanolu a chloroformu a naneseny

na chromatografickou desku: Kieselgel 60 Fys4, 5 x 7,5

cm. Mobilni faze: chloroform : ethanol 9 : 1 (spoj. frakce

1-8); chloroform :

ethanol 8 :

2 (spoj. frakce 9-12).

Detekce: UV pfi A= 254 nm a A= 366 nm; smés vanilin-

kyselina sirova.

Tabulka 3. Sloupcova chromatografie

Spojené

Frakce Slozeni elu¢ni soustavy Popis odpaiené frakce
frakce
1(1-7) 1-7 chloroform : ethanol 95 : 5 svétly, olejovity

2 (8-11) 8-11 chloroform : ethanol 95 : 5 sv. hnédy, olejovity
12-14 chloroform : ethanol 95 : 5
15-18 chloroform : ethanol 95 : 5

3 (12-31) tm. hnédy, olejovity
19-28 chloroform : ethanol 92,5:7,5
29-31 chloroform : ethanol 92,5 : 7,5
32-37 chloroform : ethanol 92,5 : 7,5 | tm.hnédy, olejovity, Zluté

4 (32-43)
38-43 chloroform : ethanol 90 : 10 krystaly

5 (44-51) 44-51 chloroform : ethanol 90: 10 | rGZovy, narGzoveélé krystaly
52-57 chloroform : ethanol 90 : 10

6 (52-64) tm. hnédy, olejovity
58-64 chloroform : ethanol 90 : 10

7 (65-78) 65-78 chloroform : ethanol 90 : 10 tm. hnédy, olejovity
79-88 chloroform : ethanol 80 : 20

8 (79-98) hnédy, ridky, bilé krystaly
89-98 chloroform : ethanol 80 : 20




Tabulka 3, pokracovani. Sloupcovd chromatografie

Spojené
Frakce Slozeni eluéni soustavy Popis odparené frakce
frakce
tm. hnédy, olejovity, Zluté
9 (99-104) 99-104 chloroform : ethanol 70 : 30
krystaly
10 (105-111) | 105-111 | chloroform : ethanol 70 : 30 | hnédy, fidky, Zluté krystaly
112-118 | chloroform : ethanol 70 : 30
119-125 chloroform : ethanol 70 : 30 sv. hnédy, fidky, bilé
11 (112-139)
126-133 | chloroform : ethanol 60 : 40 krystaly
134-139 | chloroform : ethanol 60 : 40
140-150 chloroform : ethanol 50 : 50
12 (140-178) | 151-167 | chloroform : ethanol 50 : 50 sv. hnédy, ridky
168-178 ethanol

Béhem provadéni sloupcové kapalinové chromatografie byly ziskané frakce
hodnoceny podle kontrolni TLC. Frakce se stejnym kvalitativnim slozenim byly spojeny
dohromady a odpareny do malého objemu tak, aby slozky jednotlivych frakci mohly
krystalizovat. Bylo tak ziskano 12 spojenych frakci, které byly pro optimalni pribéh
krystalizace uskladnény na nékolik dnli do lednice. U frakce €. 4, 5, 8, 9, 10, 11 byly
vzniklé krystaly odsany na frité a opatrné promyty smési chloroform — ethanol tak, aby
nedoslo kjejich rozpusténi. Po krystalizaci byly spojené frakce odpareny do sucha
a vysuSeny v exsikatoru. Ziskané krystaly byly také vysuseny v exsikatoru. Oznaceni
frakci, sloZzeni elu¢ni soustavy a popis frakci je zobrazen v tabulce 3. VysusSené frakce
a krystaly byly podrobeny DPPH testu. Pokles absorbance DPPH roztoku (%) u vzorka
o koncentraci 0,1 mg.ml'lje zobrazen na obr. 10.

Hmotnost vysusenych frakci, krystald a hodnoty ECsy jsou uvedeny v tabulce 4.
ZavérecCna TLC analyza frakci byla provedena v této sestavé: pro spojené frakce 4-9
byla pouzita méné polarni mobilni soustava: toluen : ethyl-formiat : kys. mravendi (5 : 4

1). Pro frakce 10-12 byla zvolena polarnéjsi mobilni faze: ethyl-acetat
ethylmethylketon : kys. mravenci : voda (5: 3 : 1 : 1); chromatografické desky Kieselgel
60 Fy54, 5 x 10 cm. Detekce: UV pfi A= 254 nm a A= 366 nm; smés vanilin-kyselina

sirova.

45




100
90 -
80 -

60 e
50

30 i
20 -

pokles absorbance DPPH (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

frakce

M krystaly O matecny louh (odparek z frakce)

Obr. 10. Vysledky DPPH testu u frakci ziskanych sloupcovou chromatografii pfi

koncentraci 0,1 mg.ml™

Tabulka 4. Antioxidacni analyza odparku a krystall ze sloupcové chromatografie

Frakce Faze | Hmotnost (g) | ECso (mg.ml™)
1(1-7) ML 0,010 >1
2 (8-11) ML 0,033 >1
3 (12-31) ML 0,212 >1
4 (32-43) | Krystaly 0,360 0,025
ML 0,631 0,190
5 (44-51) krystaly 0,287 0,073
ML 0,925 0,160
6 (52-64) ML 1,370 0,041
7 (65-78) ML 2,248 0,225
8 (79-08) | krystaly 0,356 0,924
ML 0,451 0,263
9(99-104) | Krystaly 0,203 0,057
ML 1,002 0,087
10 (105-111) | Krystaly 0,327 0,021
ML 6,375 0,038
11 (112-139) | krystaly 2,437 0,029
ML 7,376 0,044
12 (140-178) | ML 3,661 0,063
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Latka LC-1 (hispidulin) ze spojené frakce 4

Podle TLC analyzy (desky Kieselgel 60 F,s4, 5 x 12 cm; mobilni soustava — toluen :
ethyl-formiat : kys. mravenci (5 : 4 : 1)) bylo zjisténo, Ze krystaly ze spojené frakce 4
jsou smési dvou latek s blizkym Rs. Rozdil R obou latek byl 0,02.

Krystalovd smés (360 mg) byla podrobena preparativni HPLC (Merck HPLC
Preparative system: Knauer Preparative Pump K-1800, detektor DAF K-2700 (Knauer),
Biichi Fraction Collector B-684, Termostat Kanuer D-14163). Kolona: Purospher-Star
RP18e, 250 x 10 mm, 5 pum (Merck, Praha, Ceskd Republika); detekce pFi vinovych
délkach: A= 365 a A= 254 nm; pruatok: 2,5 ml.min; teplota: 23 °C; mobilni faze:
80 % methanol/20 % voda; isokraticky pritok.

Po provedeni preparativni HPLC, odpareni rozpoustédla a vysuseni bylo ziskano
133 mg Zluté praskovité latky oznacené jako LC-1: t. t. 289-292 °C; UV (EtOH) Anax 275,
335; API-ES-MS: m/z 301 [M + H]". Latka byla na zakladé NMR analyzy identifikovéna
jako flavonoid hispidulin (4°,5,7-trihydroxy-6-methoxyflavon) (obr. 11). NMR spektrum

latky se shodovalo s Udaji z literatury (Nagao et al. 2002).

Obr. 11. Hispidulin

Druhd latka krystalové smési se béhem provedeni preparativni chromatografie
a nasledného odpareni rozlozila. Jednalo se pravdépodobné o flavonoidni latku, kterd

zpolymerizovala a nebylo tak mozné urcit jeji strukturu.

Latka LC-2 (eriodiktyol) ze spojené frakce 5

NardzZoveélé krystaly (287 mg) ze spojené frakce 5 byly rekrystalizovany ze smési
ethanol : chloroform (1 : 1), odsaty na frité a vysusSeny. Bylo ziskdno 172 mg bilé
krystalické latky LC-2: t. t. 266-268 °C; UV (MeOH) Anax 215, 288; API-ES-MS: m/z
289 [M + H]". Latka byla na zakladé NMR analyzy identifikovdna jako flavonoid

eriodiktyol (5,7,3°,4 -tetrahydroxyflavanon) (obr. 12). NMR spektra byly porovnany
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s Udaji z literatury (Zhang et al. 2006).

OH
glukosyl O @] O

OH O
Obr. 12. Eriodiktyol

Latka LC-3 (patuletin) a LC-4 (kys. 4-hydroxybenzoova) ze spojené frakce 6

Spojena frakce 6 byla podrobena preparativni TLC. Chromatografické desky byly
pred nanesenim vzorku promyty v chromatografické koloné smési chloroform : ethanol
(1 : 1). Na chromatografické desky byl pomoci pravitka nanesen sklenénym perem
utésnénym smotkem vaty pds (Sitka 0,5 cm) vzorku rozpusténého ve smési chloroform
: ethanol (1 : 1) tak, aby 1,5 mg odparku odpovidalo 1 cm pasu na chromatogramu.
Po vyvinuti a vysuSeni chromatogramu byly rozdélené pasy latek seSkrabnuty
kopistkou. Latky byly vyeluovany z adsorbentu ethanolem pomoci sklenéné kolony

utésnéné vatou, odpareny a vysuseny v exsikatoru.

Odparek: 1,37g

Adsorbent: silikagel Fluka 0,1 — 0,2 mm, sfluorescencnim indikatorem,
dezaktivovany 10% vody; silikagel byl smisen s vodou v poméru
1 : 4, promichan, stejnomérné rozvrstven na sklenéné desky (10
x 20 cm) a vysusen pfi pokojové teploté (23 °C)

Mobilni faze: toluen : ethyl-formiat : kys. mravenci (5,5 :4 :0,5)

Detekce: A= UV 254 a A= 366 nm

Preparativni TLC analyzou byly ziskany dvé latky:

A) Bylo ziskdno 188 mg Zlutohnédé latky (obr. 13). Po rekrystalizaci latky ze smési
chloroform : ethanol (1 : 1), odsati a vysuseni bylo ziskdno 73 mg Zluté krystalické latky
LC-3: t. t. 260-262 °C; UV (MeOH) Amax 259, 370; API-ES-MS: m/z 333 [M + H]". Latka
byla na zdkladé porovnani NMR spekter sudaji zliteratury identifikovana jako

flavonoid patuletin (3°,4°,5,7-pentahydroxy-6-methoxyflavonol) (Andrade et al. 1999).
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Obr. 13. Patuletin

B) Po provedené preparativni TLC bylo ziskdno 257 mg Sedé zbarvené Iatky.
Po rekrystalizaci z methanolu, odsati a vysuseni bylo ziskano 147 mg bilé krystalické
latky (LC-4): t. t. 211-214 °C; UV (MeOH) Amax 253; API-ES-MS: m/z 138 [M + H]. Latka
byla na zakladé NMR analyzy identifikovana jako 4-hydroxybenzoova kyselina (obr. 14).
NMR spektra byly porovndny s Udaji z literatury (DellaGreca et al. 1999).

COOH

OH
Obr. 14. Kyselina 4-hydroxybenzoova

Latka LC-5 (kyselina 3,4-dihydroxybenzoovad) ze spojené frakce 8
Krystaly (356 mg) ze spojené frakce 8 (79-98) byly rekrystalizovdny z vody. Bylo
ziskdno 240 mg bilé latky LC-5: t. t. 199-202 °C; UV (MeOH) Anax 258, 294; API-ES-MS:
m/z 154 [M + H]". Latka byla na zakladé porovnani zméfenych NMR spekter s (daji
z literatury identifikovana jako 3,4-dihydroxybenzoova kyselina (obr. 15) (DellaGreca
et al. 1999).
COOH

OH
OH

Obr. 15. Kyselina 3,4-dihydroxybenzoova
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Latka LC-6 (patuletin-3"-B-D-xylofuranosid) ze spojené frakce 9

Zluté krystaly (287 mg) spojené frakce 9 byly rekrystalizovany z methanolu, odsaty
na frité a vysuseny. Bylo ziskdno 203 mg Zluté krystalické latky LC-6: t. t. 275-278 °C;
UV (MeOH) Amax 264; API-ES-MS: m/z 465,1 [M + H]%; '"H NMR (300 MHz, DMSO) &
12,50 (1H, bs, OH-5), 10,79 (1H, bs, OH-7), 9,53 (1H, bs, OH-4"), 9,49 (1H, bs, OH-3),
7,91 (1H, d, J=2,4 Hz, H-2), 7,77 (1H, dd, J=8,7 Hz, J=2,4 Hz, H-6"), 6,97 (1H, d, J=8,7 Hz,
H-57), 6,53 (1H, s, H-8), 5,59 (1H, bs, OH), 5,15 (2H, bs, OH), 4,77 (1H, d, J=7,5 Hz, CH-
1”), 3,86-3,77 (1H, m, CH-5"'), 3,74 (3H, s, OCHs), 3,47-3,18 (4H, m, CH-2"", CH-3", CH-
4", CH-5"'); *C NMR (75 MHz, DMSO) & 146,4 (C-2), 135,9 (C-3), 176,4 (C-4), 151,5 (C-
5), 131,1 (C-6), 151,9 (C-7), 94,0 (C-8), 157,5 (C-9), 103,6 (C-10), 123,7 (C-1"), 116,4 (C-
2’), 145,0 (C-37), 149,4 (C-4°), 116,9 (C-5'), 122,4 (C-6"), 103,1 (C-17"), 73,3 (C-27), 76,1
(C-37), 69,6 (C-4"), 66,0 (C-5""), 60,2 (OCH3). Flavonoid byl podle NMR analyzy oznacen
jako patuletin-3'-B-D-xylofuranosid (obr. 16) (Kole¢kar et al. 2010).

Obr. 16. Patuletin-3"-B-D-xylofuranosid

Obr. 17 ukazuje hmotnostni spektra patuletin-3"-B-xylofuranosidu s ménicim se
podilem protonovaného aglykonu patuletinu o hmoté 333 pfi rlznych ionizacnich
energiich. '"H NMR a 3C NMR spektra jsou znazornény na obr. 18 a 19.

Pro potvrzeni struktury flavonoidu byla provedena enzymaticka hydrolyza
rekrystalizované latky (30 mg). Ve 20 ml acetatového pufru (pH 5) bylo smichano
30 mg flavonoidniho glykosidu a 30 mg B-glukosidasy. Smés byla michdna po dobu
15 hodin pfi 37 °C a po ochlazeni vytfepana ethyl-acetatem (4 x 7 ml). Obé faze byly
zfiltrovany pres filtracni papir. Aglykon (10,2 mg) byl ziskan promytim organické faze
vodou (1 : 1) a naslednym odparenim a vysuSenim. Vodna fadze byla odparena
do sucha, promichana za tepla (40 °C) s 10 ml methanolu, ptefiltrovana pres filtracni

papir a odparena do sucha. Poté byla rozpusténa v 3 ml vody a nanesena na kolonku
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Lichrolut® RP-18 (Merck, Ceska Republika), ktera byla nejprve promyta methanolem
a smési methanol : voda (1 : 1). Cukerna slozka byla nasledné eluovana nékolika
mililitry vody, odparena a vysusSena. Bylo ziskano 25,6 mg bilé krystalické latky, ktera
byla podle provedené NMR analyzy sloZena z cukru a pfimési octanu sodného. Aglykon
byl podle NMR analyzy identifikovan jako patuletin (Andrade et al. 1999). NMR spektra
cukru se shodovala se spektry standardu xylosy.

a)
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Obr. 17. MS fragmentacni spektra patuletin-3’-B-D-xylofuranosidu pfi rdznych
ionizac¢nich energiich: a) 100V, b) 175V, c) 250 V
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Latka LC-7 (6-hydroxykemferol-7-0-(6""-O-acetyl-B-D-glukopyranosid)) ze spojené
frakce 10

Zluté krystaly (160 mg) ze spojené frakce 10 byly rekrystalizovany z methanolu,
odsaty na frité a vysuseny. Bylo ziskano 87 mg zZluté krystalické latky LC-7: t.t. 175 - 177
°C; UV (MeOH) Amax 257, 275; API-ES-MS: m/z 507 [M + H]'. Latka byla na zakladé
porovnani zmérenych NMR spekter s Udaji z literatury identifikovana jako flavonoidni
glykosid 6-hydroxykemferol-7-O-(6""-O-acetyl-B-D-glukopyranosid) (Miliauskas et al.
2005).

6" -O-acetyl-glukosyl

HO
OH O

Obr. 20. 6-hydroxykemferol-7-0O-(6""-O-acetyl-B-D-glukopyranosid)

Latka LC-8 (eriodiktyol-7-B-D-glukopyranosid) ze spojené frakce 11

Z methanolu bylo rekrystalizovano 220 mg latky ziskanych ze spojené frakce 11.
Po odsati krystal( na frité a jejich vysuseni bylo ziskdno 157 mg Zluté krystalické latky
LC-8. Teplota tani byla 151-153 °C; UV (MeOH) Amax 288; API-ES-MS: m/z 451 [M + H]".
Latka byla na zakladé vyhodnoceni zmérenych NMR spekter a porovnanim s udaji

z literatury identifikovdna jako eriodiktyol-7-B-D-glukopyranosid (Mun’im et al. 2003).

glukosyl O

OH O
Obr. 21. Eriodiktyol-7-B-D-glukopyranosid

Vysledky DPPH testu
Hodnoty ECso (uM) izolovanych latek a dvou standard( (trolox, kvercetin) jsou

uvedeny v tabulce 5 (Koleckar, Opletal et al. 2008). Graf zdavislosti antioxidacni aktivity
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na koncentraci dvou izolovanych latek s rozdilnou antioxidac¢ni aktivitou (LC-7,

a kvercetinu je zobrazen na obr. 22.

LC-5)
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¢ kvercetin
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Obr. 22. Ptiklady rGznych krivek zavislosti poklesu absorbance DPPH roztoku (Q %)

na koncentraci latky: flavonoidu LC-7, fenolické kyseliny LC-5 a kvercetinu

Tabulka 5. Hodnoty ECso (LM) izolovanych latek, troloxu a kvercetinu

Latka ECs (M)
LC-1 (hispidulin) 769,6 + 6,2
LC-2 (eriodiktyol) 76,4+ 3,1
LC-3 (patuletin) 33,1+2,4
LC-4 (kyselina 4-hydroxybenzoovad) >1000
LC-5 (kyselina 3,4-dihydroxybenzoova) 53,7+2,7
LC-6 (patuletin-3’-B-xylofuranosid) 56,0 + 3,0
cety 0 gukopyrnosd) | 29918
LC-8 (eriodiktyol-7-B-glukopyranosid) 95,6 +2,2
trolox 27,8+1,1
kvercetin 25,3+1,8
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Vysledky FRAP testu

Vysledky antioxidacnich aktivit izolovanych latek a standardu (trolox, kvercetin)
jsou uvedeny jako FRAP hodnoty v ¢ase 4 a 60 min (tab. 6, obr. 23) (Koleckaf, Opletal
et al. 2008).

Tabulka 6. FRAP hodnoty testovanych latek v ¢ase 4 a 60 min

3 FRAP hodnota | FRAP hodnota
Latka . .
4 min (uM) 60 min (uM)
LC-1 1,2+0,4 2,6+0,9
LC-2 15,1+1,1 27,9+3,8
LC-3 31,6 +3,9 63,6 +4,2
LC-4 0 0
LC-5 23,3%2,0 52,0%+4,5
LC-6 28,4+3,2 35,8+4,6
LC-7 33,1+2,8 65,3+5,0
LC-8 15,7+ 2,5 32,7+4,3
trolox 20,4 +3,7 23,7+2,2
kvercetin 46,9+6,7 82,2+7,0
100
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< 40
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Obr. 23. Grafické znazornéni FRAP hodnot testovanych latek v ¢ase 4 a 60 min
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Vysledky antiagregacniho testu
Namérené hodnoty ECsq izolovanych latek a kyseliny acetylsalicylové jsou uvedeny

v tabulce 7 (Kolec¢kar, Brojerova et al. 2008).

Tabulka 7. Hodnoty ECsq testovanych latek

Litka ECso (LM)

ADP coL AA
LC-1 1060 + 54 100 + 24 522 +13
LC-2 > 1100 839,6+41 | 861,1+51
LC-3 > 1100 912,9+37 | 1027,3+55
LC-4 >1100 928,0 +63 >1100
LC-5 >1100 1048 + 48 > 1100
LC-6 > 1100 > 1100 > 1100
LC-7 > 1100 > 1100 > 1100
LC-8 > 1100 > 1100 >1100
ASA >1100 89+10 18+2

Vysledky kvantitativni analyzy

Vysledky kvantitativni analyzy jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8. Procentualni zastoupeni izolovanych latek v susiné L. carthamoides

Latka Obsah v susiné (%)
LC-1 0,082 + 0,003
LC-2 0,103 £ 0,001
LC-3 0,011 + 0,002
LC-4 0,061 + 0,003
LC-5 0,096 + 0,001
LC-6 0,043 £ 0,002
LC-7 0,067 £ 0,004
LC-8 0,574 £ 0,003

57



6. DISKUSE
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Biologicka aktivita pfirodnich latek

Antioxida¢ni aktivita latek prirodniho charakteru je celosvétové intenzivné
sledovédna z dlvodu jeji vyuzitelnosti v prevenci a lécbé civilizacnich onemocnéni.
Soucasti vyzkumu je napf. hledani novych antioxidaéné aktivnich latek a zjistovani
jejich ucinku in vitro a in vivo, testovani biologickych aktivit latek jiz znamych, zjistovani
moznych neZadoucich ucinkl, nebo hledani optimalnich technologickych postupt
pfipravy rostlinnych extrakt(. Nové vyzkumy mohou sméfovat k nalezeni novych,
bezpecnéjSich a ucinnéjsich antioxidantl nez téch, které jsou v soucasnosti nejvice
terapeuticky pouzZivany. Jedna se predevsim o kyselinu askorbovou, tokoferoly
(D,L-a-tokoferol) a karotenoidy (pouZivan je zejména B-karoten). Vyhledavaci vyzkumy
prirodnich latek kladou diraz na latky popf. rostlinné extrakty, které by disponovaly
nejen antioxida¢nim ucinkem, ale zaroven dalSimi terapeuticky vyuZitelnymi ucinky
(napf. antiagregacni, protizanétlivou nebo antineoplastickou aktivitou). Je potreba
zminit, Ze v literatufe existuje jen malo praci, které soucasné hodnoti jak antioxidacni
tak antiagregacni ucinek pfirodnich i syntetickych latek (Lei et al. 2003). Biologické
ucinky by mély na sebe navazovat v prlbéhu patofyziologického procesu a latky by
mély byt bezpecné pfi bézném pouZiti. Komplexnost biologického plsobeni pfirodnich
latek je zde uvedena na prikladu proanthocyanidind.

Proanthocyanidiny prokazuji mnoho biologickych tcink( (Cos et al. 2003). Znama je
napr. jejich antineoplastickd aktivita. Mechanismus tohoto pUsobeni vsak neni zcela
vysvétlen. Uplatfiovat se miZe antioxidacni aktivita. Kondenzované tfisloviny mohou
potlacit oxidacni stres, ktery je vyznamny v patogenezi zhoubného bujeni a ovliviiuje
apoptézu bunék. Indukce apoptdézy a antitumorova aktivita oligomernich
proanthocyanidini byla prokdzana napf. u bunécné linie SNU-C4 kolorektalniho
karcinomu. Mezi vyznamné vlastnosti proanthocyanidinG se fadi i jejich protizanétlivy
ucinek. Mechanismus tohoto pUlsobeni ale také neni zcela objasnén. Je to dano
komplexni povahou zanétlivych procest a tim i mnoha moZnostmi jejich ovlivnéni.
Rada praci, které se zabyvaly protizanétlivym Gcinkem kondenzovanych tfislovin,
hodnotily nejen jejich antioxidacni plsobeni, ale také vliv na NF-kB, ktery je daleZitym
reguldtorem genové exprese a podporuje transkripci mnoha zdnétlivych mediatord
(napft. IL-8, TNF-a). Z kondenzovanych tfislovin byla inhibice NF-kB a sniZzeni produkce

oxidu dusnatého prokazany napf. u dimernich procyanidin(i, zatimco trimerni
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procyanidin pUsobil opacné. Tento vysledek ukazuje také na dlleZitost vlivu struktury
a polymerace na aktivitu uvedenych sloucenin. Antioxidac¢ni a protizanétlivé vlastnosti
se podili na kardioprotektivnim u¢inku proanthocyanidind. Znamé jsou také jejich
antimikrobialni Ucinky. In vitro testy potvrdily inhibici mnoha druhl bakterii jako napf.
Aeromonas, Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Helicobacter, Klebsiella, Proteus,
Pseudomonas, Shigella, Escherichia, Staphylococcus nebo Streptococcus. V praxi se
vyuZzivaji na proanthocyanidiny bohaté brusinkové extrakty (Vaccinium macrocarpon)
pfi 1é¢bé infekci mocového Ustroji. Dochazi k adhezi proanthocyanidini na epitel
mocovych cest a zabranéni siteni Escherichia coli (Koleckar, Kubikova et al. 2008).

Z ptirodnich zdroji je sledovan antioxidaéni ucinek nejen u lécivych rostlin, ale
zejména také potravin, jako jsou napf. cerealie, ovoce nebo koreniny (Slavin et al.
2003; Du Troit et al. 2001). Jako zdroje antioxidantd slouZzi také morské organizmy
a houby, zejména z oddéleni Eumycota (KnySova et al. 2002). Pozornost je také
vénovana specifickym typUm pfirodnich Iatek. Znamé jsou napt. antioxidacni Ucinky
flavonoidU a procyanidind ve vinu nebo zeleném caji. Do stfedu zajmu se dale dostavaji
napf. derivaty kurkuminu, rosmarinova kyselina, antioxidacni latky zdzvoru nebo
betalainy z taxon(i ¢eledi Amaranthaceae (Ali a Halim 2002; Petersen a Simmonds
2003; Zakaria-Rungkat a Naruhman 2003; Cai et al. 2003). Z karotenoidUl je v posledni
dobé kladen dlraz na astaxanthin, ktery v preklinickém hodnoceni dosahoval lepsich
terapeutickych vysledkd neZ ostatni latky této skupiny (Pashkow et al. 2008).
Antioxidacni aktivitou nemusi disponovat jen latky fenolické, resp. latky schopné
Ucastnit se redoxnich reakci, ale také napf. proteiny (viz Teoreticka cast) (Tekenaka a
Tekenaka 2003).

Mezi nejvice studované ucinky polyfenold se fadi plsobeni na kardiovaskularni
systém a nadorovd onemocnéni. Z dalSich vyuZivanych biologickych ucinkl polyfenol(
Ize zminit zvySovani pevnosti kosti u Zen v menopauze. U isoflavonoidd bylo prokazano
zvySeni density kosti, zvySeni obsahu kostnich minerald, snizeni vyskytu nezadoucih
pyridiniovych vazeb v kostni hmoté nebo zvySeni obsahu osteocalcinu (Williamson

a Manach 2005).
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Kardioprotektivni pisobeni polyfenolii

Zakladni  mechanismy pUsobeni polyfenolll  uplatnéné pfi

kardiovaskularnich rizik jsou uvedeny v tabulce 9.

snizovani

Tabulka 9. Mechanismy plsobeni prirodnich polyfenoll uplatnéné pfi ochrané pred

kardiovaskuldarnim poskozenim

Antioxidanty

eliminace ROS (inhibice oxidace LDL a lipidové peroxidace)
chelatace prechodnych kovl

inhibice transkripcnich faktor( zavislych na redoxnim stavu
inhibice pro-oxidacnich enzymu

indukce antioxidacnich enzym

Tvorba aterosklerotickych lézi

redukce exprese adhezivnich molekul
protizanétlivy ucinek

redukce kapacity makrofagl k modifikovanému LDL

Trombocytarni funkce

inhibice agregace trombocytl

Krevni tlak a cévni reaktivita

indukce endotelové relaxace pomoci NO

Plazmatické lipidy a lipoproteiny

redukce plazmatického cholesterolu a triglyceridd

Uginek pFirodnich extrakt(i na rozvoj aterosklerotickych 1ézi byl studovan napf.

u mysi (apolipoprotein E) a kfeckl. K redukci lézi doSlo u zvifat krmenych pFimési

zeleného a Cerného Caje, extraktu z granatovych jablek nebo vinné révy. Studie uvedly,

ze kromé antioxidacniho plisobeni se uplatfiuje také protizanétlivy ucinek polyfenold.

Vysledky téchto studii ale nemohou byt extrapolovany na lidskou populaci, protoze

aplikované davky byly mnohem vyssi nez ty bézné uvadéné u lidi (Manach et al. 2005).

Mnoho studii potvrdilo schopnost polyfenold redukovat in vitro oxidaci LDL. Bylo

napf. uvedeno, Ze katechiny a procyanidiny kavovych zrn inhibovaly in vitro oxidaci

lidského LDL v nasledujicim poradi: procyanidin C-1 > procyanidin B-2 > (+)-katechin >
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(-)-epikatechin. Velikost antioxida¢niho pusobeni byla dana do souvislosti s poétem
hydroxylovych skupin (Koleckar, Kubikova et al. 2008).

Jina studie zkoumala vliv flavonoidu naringeninu na tkanovou antioxidacni kapacitu
a lipidovou peroxidaci u potkanld s ethanolem indukovanou hepatotoxicitou. Bylo
zjiSténo, Ze po podani naringeninu doSlo u potkand ke sniZzeni hodnot sérového
aspartdtu  a  alanin-transaminas, gamma-glutamyl-transpeptidas, tkanovych
thiobarbiturovych reaktivnich latek, konjugovanych dien(, lipidovych hydroperoxidas.
Zvysena byla aktivita SOD, katalas, GSH-peroxidas, GSH-reduktas, GSH-S-transferas,
hodnota redukovaného GSH, vit. C a E (Jayaraman et al. 2009).

Cilem jiné studie bylo hodnoceni antioxida¢niho potencidlu extraktli a dZus(
z granatovych jablek (Punica granatum). Bylo zjiSténo, Ze vyznamnou anitoxidacni
slozkou pfipravenych ndpojl byla hydrolyzovatelnd tfislovina punikalagin (obr. 24),
ktery inhiboval lipidovou peroxidaci indukovanou Fe*" na liposomalnim modelu.

Mezi antioxida¢né aktivni kondenzované tfisloviny patfi napf. trimerni
cinnamtannin B-1 (obr. 24). Tato sloucenina byla izolovana spolu s dalSimi péti
proanthocyanidiny z brusinky (Rhodococcum vitis-idaea) ve studii, ktera hodnotila
in vitro inhibici lipidové peroxidace. Ztéto skupiny proanthocyanidinl byl

cinnamtannin B-1 vyhodnocen jako nejucinné;jsi (Koleckar, Kubikova et al. 2008).

HO

punikalagin cinnamtannin B-1

Obr. 24. Antioxidacné aktivni tfisloviny




Bylo zjisténo, Ze intraceluldrni antioxida¢ni enzym PON-2 hraje vyznamnou roli
v prevenci aterogeneze. Ovlivnénim aktivity tohoto enzymu pomoci kvercetinu
a isorhamnetinu bylo sledovano in vitro na mysich makrofazich a in vivo na skupiné
obéznich lidi s vysokym kardiovaskularnim rizikem (150 mg kvercetin/den, 42 dn).
U mysSich makrofagd (RAW364,7) doslo ke zvySeni exprese PON-2 (kvercetin,
isorhamnetin), zatimco metabolit kvercetinu, kvercetin-3-glukuronid PON-2 in vitro
neovlivnil. Aktivita enzymu nebyla ovlivnéna ani in vivo u testovanych dobrovolnik(
(Boesch-Saadatmandi et al. 2009).

K vyznamnym Uspéchim pfi vyzkumu pfirodnich antioxidant( lze zaradit napf.
[éCebné zavedeni extraktu z kdry borovice primorské (Pinus pinaster Aiton subsp.
atlantica D. del Villar, Pinaceae). Mezi hlavni Gcinné latky extraktu se radi flavonoidy
a procyanidiny. Tato borovice pochazi z jiznich oblasti Francie a v mnohych zemich je
pouzivana jako surovina pro kardioprotektivni pripravek (Pycnogenol®), ktery vyvolava
napf. vasorelaxacni puUsobeni, inhibici angiotensin konvertujictho enzymu nebo
zlepseni permeability kapilar. Komplexni vytazek vykazuje vyraznéjsi biologické aktivity
nez izolované slozky, zcehoz vyplyva, Ze obsahové latky plsobi synergicky.
K celkovému antioxida¢nimu potencidlu extraktu pfispiva kromé schopnosti polyfenold
eliminovat radikaly, také jejich schopnost regenerovat askorbylovy radikal a chranit

endogenni vitamin E a GSH pred oxidacnim poskozenim (Packer et al. 1999).

Antineoplastické ptusobeni polyfenoli

In vitro studie prokdzaly antineoplastickou aktivitu polyfenold u mnoha rlznych
bunécnych linii, in vivo pak na zvitecich modelech a na lidské populaci. Bylo zjisténo, Ze
pfirodni polyfenoly jsou schopny plsobit antineoplasticky v rdznych fazich nadorového
procesu. Kromé antioxidacni aktivity se uplatfiuje schopnost ovliviiovat rizné bunécné
procesy. Jako vyznamna se jevi zejména moznost ovlivnéni apoptdzy. Prirodni
polyfenoly pUsobi na membranové a intraceluldrni receptory, moduluji signalni
cytoplazmatické procesy, interaguji s enzymy ovliviiujicimi promocni fazi nadorového
procesu a tvorbu metastdz, plsobi na onkogeny a onkoproteiny, a reaguji pfimo nebo
nepfimo s nukleovymi kyselinami a nukleoproteiny (Kampa et al. 2007). In vitro
cytotoxickou aktivitu proti nadorovym stfevnim burikdm (Colon205) prokdzaly napf.

flavonoidy izolované z Chrysanthemum morifolium. Z Sesti izolovanych latek byly
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nejucinnéjsi luteolin a diosmetin (Xie et al. 2009). Antineoplasticka aktivita dvanacti
prirodnich polyfenold (tfi stilbeny, dva flavonoidy, dva kumariny, neolignan a ctyri
lignany) izolovanych z rod( Euphorbia a Pycnanthus byla testovana na nadorovych
bunkach zaludku (EPG85-257), slinivky (EPP85-181) a stfeva (HT-29). Ve studii byly
vyuzity atypické multi-rezistentni varianty nadorovych bunék. Z testovanych latek
prokazal nejvyssi cytotoxickou aktivitu flavonoid naringenin. Studie predpoklada, zZe
nékteré prirodni polyfenoly by mohly byt vyuZity v 1é¢bé multirezistentnich nador(

(Duarte et al. 2010).

In vivo studie polyfenolt

S lidskymi dobrovolniky byly provedeny komplexni in vivo studie, které sleduji
zmény rGznych biomarkertd. Tyto studie zohlednuji rGznou miru absorbce, biologické
dostupnosti a metabolizace polyfenoll. Z hlediska biologické ucinnosti existuje
u polyfenold nékolik problému. Polyfenoly jsou strukturné velmi rozmanita skupina
latek, v niz kazida molekulova struktura muze disponovat jinou biologickou
dostupnosti. Vysledky jedné studie tak nelze automaticky prenést na jiny typ
polyfenolu (rozdilnd biologickd dostupnost je napf. i u raznych flavonoid(). Dalsim
problémem je existence vyznamné metabolizace jednotlivych latek. Slouceniny z
in vitro test( se v puvodni podobé v organismu témér nevyskytuji. Sojové isoflavonoidy
jsou z potravy dobre absorbovany, zatimco napf. u proanthocyanidin( vina nebo kakaa
je absorbce mensi. Glukosidy kvercetinu cibule jsou Iépe absorbovany nez rutin z caje
nebo jablek. U proanthocyanidind klesd absorbce spole¢né s mirou polymerizace.
Kvercetin a jeho glykosidy se v plazmé témér nevyskytuji v plvodni formé, ale ve formé
methylovych nebo sulfatovych konjugatli, nebo glukuronatl. Bylo napf. zjiSténo, Ze
kvercetin poddavany v nizSich davkach je vice methylovdan nez v davkach vyssich.
Vyznamnou roli v metabolismu polyfenoll hraje stfevni mikrofléra, ktera sStépi
polyfenolické konjugaty (napf. flavonoidni glykosidy). Dale mlze dochazet napf. k
absorbci volného polyfenolu do krve (ve volné formé nebo ve formé konjugované),
nebo k rozstépeni molekuly na dalsi metabolity (z flavonoidu mize vzniknout napft.
fenolickd kyselina) (Manach et al. 2005). Z flavonoidnich latek byl v in vivo studiich
zastoupen zejména kvercetin, popf. potraviny nebo dopliky stravy s jeho vysokym

obsahem. Z dalSich ptirodnich fenolickych latek byly Siroce zkoumany isoflavonoidy,



jejichz biologické ucinky jsou, narozdil od flavonoidu, ¢asto zprostifedkovany diky vazbé
na estrogenni receptory (Williamson a Manach 2005).

V nékterych in vivo studiich, které hodnotily antioxidacni vlastnosti polyfenold, bylo
uvedeno, Ze po 1 — 12 tydnech konzumace polyfenold doslo ke zvySeni celkové
antioxidacni kapacity plazmy, koncentrace vit. C a E, B-karotenu a kyseliny mocové,
zatimco nékolik jinych studii tyto efekty nepotvrdilo. Podobné rozporuplné vysledky
pfinesly studie, které hodnotily koncentraci lipidovych oxida¢nich produktl v plazmé
a miru oxidace plazmového LDL. Rozdilné vysledky byly vysvétleny ridznou dobou
eliminace rGznych polyfenoll z organismu (2 — 8 hod) (Manach et al. 2005).

Ve dvandcti in vivo studiich s rGznymi polyfenoly (doba trvani 1 — 13 tydn() byl
hodnocen vliv na sérové lipidy. U Sesti studii byla sniZzena hladina LDL, apolipoproteinu
B a zvysSena hladina HDL a apolipoproteinu A-1. Zbylych Sest studii tyto vysledky
nepotvrdilo (Manach et al. 2005).

In vivo studie s ¢ervenym vinem, grepovym dZusem, kakaem a cernym cajem
vyhodnotily prospésny ucinek polyfenolll na endotel cév. U cerveného vina bylo
uvedeno, Ze pozitivni vliv na endotel cév je zprostiedkovdn prevainé polyfenoly
a méné pak primo ethanolem. Dealkoholizované vino mélo podobny ucinek jako bézné
cervené vino, zatimco vodka byla v FMD testu (hodnoti dysfunkce endotelu pazni
tepny) u dobrovolnikd neucinna (Manach et al. 2005).

Jednoznacné vysledky prinesly in vivo studie, které hodnotily vliv polyfenol
na srazeni krve. Bylo zjiSténo, Ze podavani Cerveného vina, Caje nebo kakaového
prasku po dobu 2 — 4 tydn( zdravym dobrovolnikiim zlepsilo hemostazu. Bylo uvedeno,
Ze jmenované potraviny inhibovaly ex vivo COL a ADP indukovanou destickovou
agregaci (Manach et al. 2005).

Ackoliv u mnoha in vitro studii byl prokazan protizanétlivy ucinek polyfenold, in vivo
prace tak jednoznacné vysledky nepfinesly. Podavani cerného a zeleného Ccaje,
cajovych katechint, vina, grepového dzusu a kakaa ovlivnilo pouze nékolik krevnich
zanétlivych biomarker( (cirkulujici adhezivni molekuly, cytokyniny). Ve studiich bylo
uvedeno, Ze pri¢inou bylo pravdépodobné jejich provedeni na zdravych jedincich,
a nedostatec¢né hodnoceni imunitnich marker (Manach et al. 2005).

V in vivo studiich bylo uvedeno, Ze koncentrace pfirodnich polyfenolli v plazmé se

pohybuje obvykle kolem 1 uM, tedy v mnohem mensi koncentraci nez v pripadé
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endogennich antioxidantd (150 — 450 uM). | z tohoto dlvodu nékteré in vivo prace
uzaviraji, Zze primé spojovani schopnosti polyfenolli eliminovat ROS se sniZzenim
kardiovaskularnich rizik neni tak jednoznacné, jak je v mnoha in vitro studiich uvadéno.

Bylo také napf. prokazano, Ze polyfenoly cerveného vina sniZily rozvoj

aterosklerotickych platd u mysi (apolipoprotein E deficitnich) nezavisle na lipidové
peroxidaci (Manach et al. 2005).

Vysledky nékolika klinickych studii jsou shrnuty v tabulce 10 (Williamson a Manach

2005).

Tabulka 10. Vliv fenolickych latek na vybrané biomarkery

Latka Hlavni Davka Ovlivnény biomarker Neovlivnény biomarker
slozka
J krevniho tlaku; ovlivnéni . , )
ex.takt z . 120 — 320 | hladiny inzulinu; 1 C-peptidu; Jatern! fu?k.c?'
Ginkgo kvercetin . o pe plazmatické lipidy;
biloba me \ volnych radikald; koagulacni test
mentalnich funkci & y
fenolicky | kvercetin, 30m M erytrocytové SOD aktivity; | plazmaticky a-tokoferol
extrakt kemferol & J poskozeni DNA lymfocytl a B-karoten
J, oxida¢niho poskozeni destickovd agregace;
lymfocytové DNA; T produkce TXB;
dopln&k | 30-500 ymt 2P| plazmatické hladiny vit.
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Antioxidacni aktivita celedi Asteroideae a Cichorioideae

Celedi Asteroideae a Cichorioideae zahrnuji velké mnoistvi celosvétové se
vyskytujicich rodd. Rostliny téchto celedi jsou Siroce zkoumdny z dlvod( jejich
potencialnich terapeutickych ucinkl. Vyzkumem taxon( téchto celedi se vic nez 10 let
zabyvala také pracovni skupina Katedry farmaceutické botaniky a ekologie,
Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové. Ackoliv je v soucasnosti publikovana rada
studii zabyvajicich se antioxida¢nimi vlastnostmi jednotlivych zastupcli téchto celedi,
neexistuje Zadna studie porovnavajici antioxidacni aktivitu tak rozsahlého spektra
vzorkl jako tato prace. Je treba také zminit, Ze rada studii je soustfedéna
na vyhodnoceni antioxidacni aktivity pfipravenych frakci bez toho, Ze by objasfiovaly
antioxidac¢ni agens a velikost jejich aktivity. Nékteré studie jsou zde uvedeny:

1) Antioxidacni aktivita skupiny rostlin Celedi Asteroideae pouzivanych v lidovém
|éCitelstvi ve Vychodni Anatolii byla vyhodnocena DPPH testem a oxido-redukénim
testem. Nejvétsi schopnost eliminovat DPPH radikal prokazal methanolovy extrakt
Artemisia austriaca, nasledovan vodnym extraktem Artemisia austriaca, vodnym
extraktem Helichrysum arenarium subsp. rubicundum, methanolovym extraktem
Achillea wilhelmsii, vodnym extraktem Artemisia absinthium, vodnym extraktem
Achillea biebersteinii, vodnym extraktem Cichorium intybus, vodnym extraktem
Achillea wilhelmsii a vodnym extraktem Tripleurospermum oreades var. oreades
(Oezgen et al. 2004).

2) Neuroprotektivni plsobeni podbélu |ékarského (Tussilago farfara) bylo
prokazano ve studii, kterd se zabyvala jeho protizanétlivymi a antioxidacnimi ucinky.
Ethyl-acetatova frakce podbélu inhibovala oxida¢ni poskozeni neurond indukované
peroxidem vodiku nebo systémy xanthin/xanthinoxidasa a Fe?*/askorbova kyselina.
Bylo také zjisténo, Ze ethyl-acetatova frakce inhibuje lipidovou peroxidaci v tkarnovém
homogenatu z mozku a eliminuje DPPH radikal (Cho et al. 2005).

3) Vodny extrakt z cekanky obecné (Cichorium intybus) prokazal inhibici oxidace
LDL, produkce kyseliny thiobarbiturové, degradace mastnych kyselin a chranil
o-tokoferol v LDL pred oxidaci katalyzovanou prechodnymi kovy (Kim a Yang 1999).

4) Signifikantni antioxidacni a antimikrobni aktivita byla zjisténa u silice z febficku
obecného (Achillea millefolium subsp. millefolium). Silice pUsobila proti DPPH radikalu

(ICso = 1,56 ug.ml'l), hydroxylovému radikalu (ICso = 2,7 ug.ml'l), a inhibovala lipidovou
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peroxidaci na krysim homogenatu z jater (ICso = 13,5 pg.ml™) (Candan et al. 2003).

5) Ethanolovy a ethyl-acetatovy extrakt ptipraveny z Lactuca scariola signifikantné
inhibovaly DPPH radikal. Ethyl-acetatova frakce byla rozdélena na sloupci silikagelu
a byly z ni ziskany antioxida¢né aktivni flavonoidy kvercetin-3-O-B-D-glukopyranosid,

luteolin-7-O-B-D-glukopyranosid, luteolin, kvercetin a kemferol (Kim 2001).

DPPH-SIA antioxidacni screening rostlinnych extraktu

Pri vyzkumu antioxidantl se vyuZiva fada metod. U metod, které se uzivaji pfi
testovani velkych mnoiZstvi rliznorodych pfirodnich vzork(, jsou kladeny vysoké
pozadavky na jednoduchost provedeni, kratkou dobu trvani analyzy a soucasné jeji
vysokou reprodukovatelnost. Diky své dobré reprodukovatelnosti a jednoduchosti
provedeni se mezi nej¢astéji pouzivané antioxidacni testy radi metoda vyuzivajici
vychytdvani DPPH radikalu. U plvodni DPPH metody trva doba jednoho méreni 20 — 30
minut a metoda je tak jen tézko pouzitelnd pro méreni velkych souborl vzorkd. Pro
screeningové Ucely tak byla vyvinuta metoda vyuZivajici aplikaci plvodni DPPH metody
a SIA (Polasek et al. 2004). Mezi hlavni vyhody této metody patfi zkraceni doby analyzy
(jedno méfeni trvd 5 minut), dosazené diky predem naprogramovanému
automatickému meéreni. Vyhodnoceni ECso jednoho vzorku zahrnujici pfipravu péti
rznych koncentraci testovaného vzorku v trojim provedeni (vysledkem je primér ze
tfech analyz) trvd kolem 30 minut. KdalSim vyhodam metody patfi pouziti jen
minimalniho mnoZstvi mérenych vzorkd (1 mg), sniZzeni mnozstvi rozpoustédel a tim i
vysledného odpadu.

Vzorky byly pred vlastnim méfenim pripraveny podle standardizovaného postupu.
Pro extrakci byl zvolen 70 % ethanol, ktery dobfe rozpousti vétSinu organickych latek,
ale vyrazné neextrahuje latky anorganické. U nadzemnich rostlinnych drog se bylo
nutné zbavit chlorofylu, ktery vykazuje antioxidacni vlastnosti a mohl by tak negativné
ovlivnit antioxida¢ni méreni. Jako susSici metoda byla pouzita lyofilizace, ktera umoznila
Setrné vysuseni.

Antioxidac¢ni analyze predchazelo shromazdéni (sbér, nakup) 87 vzorkd rlznych
morfologickych ¢asti rostlin Celedi Asteroideae a Cichorioideae. Jednalo se o béiné
[é¢ivé rostliny nebo divoce rostouci rostliny, v hojném poctu, které dosud z tohoto

pohledu nebyly sledovany. Pro antioxidacni analyzu bylo pfipraveno 87 sumarnich
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extraktl. 29 vzork( prokazalo v DPPH-SIA testu hodnotu ECso nizsi nez 0,1 mg.ml'l,
ktera byla zvolena jako hodnota vymezujici signifikantné aktivni vzorky. Tyto vzorky lze
povazovat za vhodné pro dalsi antioxidacni a izolacni studie. Mezi nejvice antioxidacné
aktivni vzorky patfily Leuzea carthamoides (ECso = 0,046 mg.ml™, listy), Inula salicifolia
(ECso = 0,048 mg.ml™; kvetouci nat), Inula hirta (0,049 mg.ml™*; kvetouci nat), Petasites
hybridus (0,050 mg.ml™; listy), Artemisia pontica (0,053 mg.ml™; nat), Tanacetum
vulgare (0,054 mg.ml™; listy) a Achillea ptarmica (0,057 mg.ml™; kvetouci nat).

L. carthamoides byla zvolena pro fytochemickou studii (Kole¢kar, Opletal et al. 2008).

Leuzea carthamoides — obsahové latky, biologické tGcinky

Parcha saflorova (Leuzea carthamoides (WILLD.) DC., Asteroideae) se v poslednich
letech stala vyznamnym taxonem, vyuzZitelnym v humanni praxi i Zivo¢iSné vyrobé.
Parcha saflorovd je plivodem endemit jizni Sibire, ale v soucasné dobé je péstovana
vcelé Evropé. Hlavnimi obsahovymi latkami celé rostliny jsou ekdysteroidy
a flavonoidy, nadzemni ¢ast obsahuje navic seskviterpenické laktony (guajanolidového
typu), koreny obsahuji polyiny (Opletal et al. 1997).

Z ekdysteroidl (derivaty 5-B-cholest-6-on-7-enu) byl izolovan 20-hydroxyekdyson,
ktery je z kvantitativniho hlediska hlavnim ekdysteroidem. Jeho obsah se pohybuje
u nati vrozmezi 0,1 % az 0,245 %. Z minoritnich latek Ize uvést napf. inokosteron,
2-deoxyekdysteron, rapisterony, makisteron A, polypodin B nebo isovitexiron. Z fady
biologickych ucinkt ekdysteroidl Ize uvést napt. snizeni hladiny cholesterolu, potlaceni
hyperglykémie nebo snizeni proliferace sarkomu. Vyznamny je také jejich anabolicky
efekt.

Z flavonoidnich [atek byl izolovan napf. apigenin, kemferol, kvercetagenin,
kvercetin, methylethery kvercetinu, isorhamnetin, luteolin, hesperetin nebo
epikatechin-gallat. Celkovy obsah flavonoidd v drogdch z parchy saflorové se pohybuje
hypotenzivni nebo antioxidac¢ni (Kokoska a Janovska 2009).

Guajanolidovy typ seskviterpenickych lakton je v nati zastoupen cynaropikrinem,
janerinem, chlorojanerinem, cebellinem a repdiolidem. MnoiZstvi téchto latek se
pohybuje v suchych listech az do 0,16 %. Guajanolidy jsou znamy svou cytotoxickou a

antitumorovou aktivitou (Opletal et al. 1997).
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V soucasnosti jiz existuje nékolik studii, které uvedly antioxidacni ucinek parchy
saflorové:

1) Schopnost eliminovat DPPH a ABTS radikal byla hodnocena u dvanacti vybranych
léCivych rostlin  (Salvia sclarea, Salvia glutinosa, Salvia pratensis, Lavandula
angustifolia, Calendula officinalis, Matricaria recutita, Echinacea purpurea, Leuzea
carthamoides, Juglans regia, Melilotus officinalis, Geranium macrorrhizum a Potentilla
fruticosa). Z rostlin byl pfipraven methanolovy, ethyl-acetatovy a vodny extrakt. DPPH
eliminacni aktivita extraktli byla hodnocena parametrem Q (%) ve dvou rlznych
koncentracich, hodnota ECso uvedena nebyla. Z pripravenych extrakt( parchy saflorové
byl vyhodnocen jako antioxida¢né nejucinnéjsi methanolovy extrakt (Miliauskas et al.
2004).

2) Pét flavonoidl, chlorogenovd kyselina a pB-ekdyson byly identifikovany
z antioxidacné aktivnich polarnich frakci pripravenych z parchy saflorové ve studii
Miliauskase et al. (2006). Antioxidacni aktivita frakci byla vyhodnocena DPPH testem.
Identifikace latek probéhla pomoci systému LC-DAD-SPE-NMR. Autofi ¢lanku shrnuli, Ze
pro vyhodnoceni antioxidacniho ucinku pfipravenych extraktd a identifikovanych latek
je potreba provedeni dalSich test(.

3) Chloroformovy, methanolovy a vodny extrakt z parchy saflorové byl hodnocen
z hlediska DPPH zhaseci aktivity v prdci Biskupa a Lojkowske (2006). Vypoctené
hodnoty ICso byly porovnany se zndmymi antioxidanty. Hodnoty ICso byly 25 ug.ml™
pro vodny extrakt, 45 pug.ml™" pro methanolovy extrakt, 190 pg.ml™” pro BHT, 4 ug.ml™
pro kyselinu askorbovou a 12 pg.ml™* pro a-tokoferol. Chloroformovy extrakt byl

hodnocen jako neaktivni.

Izolace antioxidacnich latek z parchy saflorové

Béhem fytochemické studie byla testovana DPPH eliminacni aktivita pfipravenych
frakci. Aktivnéjsi frakce byla vidy vybrana pro dalsi izolacni postup. Vyznamnou
antioxida&ni aktivitu prokdzal jiz primarni ethanolovy extrakt (ECso = 0,138 mg.ml™)
a nasledny vodny vytiepek (ECso= 0,103 mg.ml™ (obr. 9, str. 43). Z dGvodu fenolického
charakteru pfirodnich antioxidantl byla béhem studie zvolena separace na sloupci
polyamidu, ktera umoznila oddéleni frakce fenolickych latek od latek nefenolického

charakteru. Frakce fenolickych latek vykazala vysoky antioxida¢ni Gcinek v DPPH testu

70



(ECso = 0,046 mg.ml'l), zatimco nefenolickd frakce byla témér neaktivni (ECso = 0,973
mg.ml™). Fenolickd frakce byla rozdélena na méné polarni frakci ethyl-acetatovou (ECsg
= 0,038 mg.ml™) a polarn&jsi vodnou (ECsp = 0,059 mg.ml™). Obé frakce vykazaly
vysokou DPPH zhaseci aktivitu. Ethyl-acetatova frakce byla vybrana z dlvodu nizsi
hodnoty ECsy pro separaci na sloupci silikagelu. Vodnd frakce byla wvysuSena
a uschovana pro pfipadnou dalsi antioxidac¢ni analyzu. Slouceniny vodné frakce by mély
byt spiSe glykosidického charakteru, zatimco v ethyl-acetdtové frakci byly ocekdvany

l[atky méné polarni, neglykosidické.

LC-4 LC-5
COOH COOH
OH
OH OH
LC-2,8 OH LC-1,3,6,7 Rr!
R 0 R 0
OH OH
C C |
3R R2
OH O OH O
Latka R R! R’ R® R*
LC-1 - H H OCHj; OH
LC-2 H - - - -
LC-3 - OH OH | OCH, OH
LC-6 - xylosyl OH | OCH; OH
LC-7 - H OH OH 0-6""-acetyl-glukosyl
LC-8 glukosyl - - - -

Obr. 25. Latky izolované z parchy saflorové

Z ethyl-acetatové frakce bylo izolovano osm sloucenin (Sest flavonoidd a dvé
fenolické kyseliny) (obr. 25): hispidulin (LC-1), eriodiktyol (LC-2), patuletin (LC-3),
kyselina 4-hydroxybenzoova (LC-4), kyselina 3,4-dihydroxybenzoova (LC-5), patuletin-
3’-B-D-xylofuranosid (LC-6), 6-hydroxykemferol-7-O-(6""-O-acetyl-B-D-glukopyranosid)
(LC-7), eriodiktyol-7-B-D-glukopyranosid (LC-8). Obé fenolické kyseliny (LC-4, LC-5)
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a flavonoidy LC-3 a LC-7 jiz byly popsany jako obsahové latky parchy saflorové
(Miliauskas et al. 2005; Cekalinskaja 1978; Kokoska a Janovska 2009). Ostatni
slou¢eniny nebyly doposud zparchy saflorové izolovany. Patuletin-3"-B-D-

xylofuranosid (LC-6) byl oznacen jako nova pfirodni latka (Koleckar et al. 2010).

Flavonoidy a jejich biologické plisobeni

Flavonoidy tvofi velmi pocetnou skupinu prirodnich latek. Vice nez 4000 latek bylo
izolovano z mnoha druh rostlin. Z potravin jsou obsaZzeny napf. v ovoci (napft. citrusy,
jablka), zeleniné (napf. cibule, brokolice), semenech, ofesich, ¢erném i zeleném caji,
kavé, pivu nebo ¢erveném vinu. Denni pfijem se pohybuje v zavislosti na typu potravy
od 50 mg do 1 g. Mira absorbce flavonoidl zavisi na parametrech jako jsou:
molekulovda hmotnost, glykosylace, acylace, konjugace s jinymi fenoly nebo
rozpustnost ve vodé. Kromé antioxidacniho plsobeni vykazuji také napt. aktivitu
antiagregacni, antineoplastickou, protizanétlivou, antialergickou nebo
gastroprotektivni (Cook a Samman 1996). Pfedpoklada se, Zze nékteré biologické ucinky
flavonoidl jsou odvozeny od jejich antioxida¢niho plsobeni. Zakladem napf. jejich
kardioprotektivniho plsobeni je ochrana LDL pfed oxidaci (antioxida¢ni ucinek), snizeni
schopnosti agregace trombocytl, navozeni relaxace cevni stény a zlepSeni funkci
endotelu (Maron 2004).

K zakladnim mechanismim antioxida¢niho plsobeni ptirodnich polyfenolld patfi
eliminace volnych radikald a chelatace prfechodnych kovl. Flavonoidy mohou také
inhibovat enzymy podporujici vznik radikald.

Zakladem radikaly zhaseciho plsobeni flavonoidli je schopnost antioxidantu
poskytnout elektron radikalu, za soucasného vytvoreni stabilnéjsSi, méné reaktivni
radikalové struktury (Koleckatr, Kubikova et al. 2008). Bylo zjisténo, Ze flavonoidy
eliminuji mnoho typt radikald, jako napf. DPPH, ABTS', superoxidovy nebo peroxylovy
radikal (Cook a Samman 1996; Jung et al. 2008).

Flavonoidy jsou schopny chelatovat prechodné kovy. Stejnym mechanismem
mohou pUlsobit také cajové katechiny nebo kondenzované tfisloviny (Cook a Samman
1996; Koleckar, Kubikova et al. 2008). Prechodné kovy, napf. Zelezo nebo méd maji
v organismu fadu funkci. DuleZitou fyziologickou roli hraji jako kofaktory antioxidaénich

enzym(. Obvykle jsou navazany na proteiny, napf. ferritin nebo ceruloplazmin.
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Vyskytuji-li se ale volné, mohou katalyzovat radikalové reakce. Jednd se napf.
o0 zndmou Fentonovu reakci:

Fe®* + H,0, > Fe* + OH +HO"

Je prokdzano, Ze flavonoidy inhibuji fadu enzym(. Jednd se napf. o skupiny
hydrolas, oxidoreduktas, DNA synthas, RNA polymeras nebo fosfokinas. Z hlediska
antioxidacniho pUsobeni flavonoidl se mUze uplatnit napf. inhibice lipooxygenas nebo

NOS (Cook a Samman 1996).

NeZddouci ucinky flavonoidt

Flavonoidy mohou zpUsobit urcité nezddouci ucinky. Jednd se zejména o jejich
mozné pro-oxidacni plsobeni. Kvercetin a jiné flavonoidy pfi zhasecich reakcich vytvari
reaktivni o-chinonové struktury, které mohou v dalSich redoxnich reakcich plsobit jako
pro-oxidanty (Koleckar, Kubikova et al. 2008). Z neZadoucich ucinkd jsou uvadény
mutageni efekty, karcinogenita nebo genova toxicita (Balasundram et al. 2006).

Bylo zjisténo, Ze lidé konzumuijici vice rostlinnou stravu patii k méné ohrozenym
populacim z hlediska rizika kardiovaskularnich chorob a rakoviny. Tento jev je davan do
souvislosti také s pravidelnym pfisunem ptirodnich polyfenoli. Bylo zjisténo, Ze
prameérny denni pfijem se u téchto lidi pohybuje u flavonold kolem 70 mg a isoflavoni
mezi 20 a 240 mg. Pfedpoklada se, Zze konzumace takovych mnozstvi latek obsazenych
v potravinach pravdépodobné nezpulsobuje Zadné nezadouci efekty. Naproti tomu
existuji doplnky stravy ve kterych je toto mnozstvi prekro€eno vice nez dvacetinasobné
(Skibola a Smith 2000). K lepsimu vyhodnoceni moznych nezadoucich ucinkl na lidskou
populaci by bylo potifeba provést dlouhodobé klinické studie, monitorujici toxické
efekty flavonoidll. Takové studie v soucasnosti chybi. Prace, které hodnoti biologické
ucinky flavonoidli obvykle uzaviraji, Ze pfimérend konzumace rostlinnych extrakt(
bohatych na polyfenoly nebo potravin s vysokym obsahem polyfenol( jsou zdravi
prospésné.

P¥i aplikaci vyssich davek flavonoidd byly prokdzany také interakce s jinymi IéCivy.
Mechanismem ucinku muze byt napfr. flavonoidy zplsobena indukce nebo inhibice
enzym( podilejicich se na metabolizaci Ié¢iv (Galati a O’Brien 2004). Pfi in vitro
hodnoceni biologickych ucinkl Pycnogenolu® bylo napf. zjisténo, Ze tento na flavonoly

bohaty extrakt zvySuje antiagregacni ucinek ASA (Golanski et al. 2006).
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Antioxidacni analyza izolovanych latek

Pro vyhodnoceni ECsqy izolovanych latek a antioxidacnich standardl (kvercetin,
trolox) byl pouzit DPPH-SIA test (Polasek et al. 2004). Tato metoda byla plvodné
vyvinuta pro rychlou analyzu velkych mnozstvi pfirodnich extraktl. Bylo proto nejprve
nutné ovérit jeji ucinnost pri hodnoceni antioxidacni aktivity (ECso) Cistych substanci.
Z téchto dGvodU byla nejprve na pracovisti Katedry farmaceutické botaniky a ekologie,
Farmaceutické fakulty UK v Hradci Krdlové vypracovana studie, ktera hodnotila
moznost vyuZziti DPPH-SIA testu pfi méreni ECsy Cistych I[atek. Antioxidacni test byl
aplikovan na méreni antioxidacni aktivity skupiny 22 kumarini. Na zakladé
vyhodnoceni vztahl mezi antioxidacni aktivitou a chemickou strukturou testovanych
latek a porovnanim vysledkd s literaturou, byla prokazana pouZitelnost metody
v antioxidaénim hodnoceni &istych substanci (Rehdkova et al. 2008).

Vsechny flavonoidy, kromé latky LC-1, prokazaly hodnotu ECsy nizsi nez 100 uM.
Nejvyssi aktivitu prokdzaly flavonoidy LC-7 (ECso = 29,9 uM) a LC-3 (ECso = 33,1 uM),
jejichz schopnost eliminovat DPPH radikal byla témér stejné vysokd jako u kvercetinu
(ECso = 25,3 uM) a troloxu (ECso = 27,8 uM). Dale nasledovaly: LC-6 (ECso = 56,0 uM),
LC-2 (ECso= 76,4 uM), LC-8 (ECso = 95,6 uM) a (LC-1) (ECso = 769,6 uM).

Pro vyhodnoceni antioxidacni aktivity izolovanych latek byl pouZit také FRAP test
(Firuzi et al. 2005). Nejvyssi redukéni aktivitu z izolovanych flavonoid(, vyjadienou
FRAP hodnotami v ¢ase 4 a 60 min, prokazaly LC-7 (33,1 uM; 65,3 uM) a LC-3 (31,6 puM;
63,6 UM). Tyto dva flavonoidy byly vyhodnoceny jako nejucinné;jsi také v DPPH testu. K
antioxidacné aktivnim flavonoidim se radily také LC-2 (15,1 puM; 27,9 uM), LC-6 (28,4
uM; 35,8 uM) a LC-8 (15,7 uM; 32,7 uM). Flavonoidy LC-3, LC-6 a LC-7 prokdazaly v obou
Casovych intervalech vyssi FRAP hodnoty nezZ trolox (20,4 uM; 23,7 uM). Flavonoidy
LC-2 a LC-8 prokazaly v porovnani s troloxem vyssi FRAP hodnotu pouze v ¢ase 60 min.
Flavonoid LC-1 redukéni aktivitu neprokdzal. Zadny z izolovanych flavonoidG neprojevil
ve FRAP testu tak vysokou antioxidacni aktivitu jako kvercetin (46,9 uM; 82,2 uM).
Porovndnim vysledkd obou testl je moZno flavonoidy sefadit podle antioxidaéni
aktivity do tfech skupin: (LC-7, LC-3) > (L6, L2, L8) > L1.

Schopnost latky LC-7 eliminovat DPPH radikal byla prokazana ve studii Miliauskase
et al. (2005), nicméné hodnota ECsg nebyla ve studii vyhodnocena.

Vysokd aktivita patuletinu LC-3 byla uvedena ve studii, ktera hodnotila antioxidacni
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ucinky kvétd Inula brittanica. Z kvétl Inula britanica bylo izolovano 11 flavonoid,
z nichz 8 (vCetné patuletinu) prokazalo vyraznou antioxidac¢ni aktivitu v DPPH testu
(Park et al. 2000).

DPPH eliminacni aktivita flavonoidu LC-2 byla testovana ve studii Narvaez-
Mastache et al. (2008). Studie uvedla, Ze latka je silny lapa¢ DPPH radikdlu s hodnotou
ECso = 32,5 uM. Tento vysledek je nizs$i nez ndmi uvedend hodnota ECsg = 76,4 uUM.
Neshoda hodnot je pravdépodobné dana rozdilnou metodikou pouzitého DPPH testu.

Flavonoid LC-1 prokazal v DPPH testu velmi slabou schopnost eliminovat DPPH
radikal. Také jina studie vyhodnotila tento flavonoid jako antioxidacné neucinny (Miura
et al. 2002).

Kyselina 4-hydroxybenzoova (LC-4) byla vyhodnocena DPPH a FRAP testem jako
antioxida¢né neaktivni. Naproti tomu kyselina 3,4-dihydroxybenzoova (LC-5) prokdazala
v obou testech relativné vysoké aktivity (ECso = 53,7 uM; (23,3 uM; 52,0 uM)). Tyto
vysledky byly potvrzeny i dalSimi studiemi, které se zabyvaly hodnocenim antioxidacni
aktivity fenolickych kyselin, a které oznacily kyselinu 4-hydroxybenzoovou jako slaby
a kyselinu 3,4-dihydroxybenzoovou jako silny antioxidant (Cai et al. 2006; Villano et al.

2007).

Vztah mezi strukturou a antioxidacni aktivitou flavonoidt

Rada studii se zabyvala popisem vztahu antioxidani aktivita vs. struktura
flavonoidUd. Bylo zjisténo, Ze vysoka antioxidacni schopnost latek zavisi na strukturnich
parametrech, jako jsou pocet a poloha hydroxyld na B- nebo A- kruhu zakladniho
skeletu nebo kombinace hydroxylu na C-3 a oxo- skupiny na C-4 s dvojnou vazbou mezi
C-2 a C-3. Antioxida¢ni aktivita muzZe byt ovlivnéna pfitomnosti a typem cukerné
slozky. Methylace hydroxyld muaze antioxidacni aktivitu sniZovat (Cai et al. 2006;
Soobrattee et al. 2005).

Nizkou aktivitu latky LC-1 lze vysvétlit absenci hydroxylu na C-3 a katecholového
usporadani na flavonovém skeletu. Hydroxyly v pozici C-5 a C-7 na A kruhu
k antioxidacni aktivité nepfispivaji (Firuzi et al. 2005). Katecholové usporadani chybi
také jesté v molekule glykosidu LC-6, ale narozdil od LC-1, molekula obsahuje hydroxyl
na C-3, ktery pfi reakci s radikdlem umoznuje vznik stabilnéjsi chinoidni struktury (van

Acker et al. 2006). U eriodiktyolu LC-2 a jeho glykosidu LC-8 se pfti reakci s radikaly
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muZe uplatnit katecholové usporadani hydroxyll na B-kruhu. Vyraznou antioxidacni
aktivitu patuletinu LC-3 a glykosidu LC-7 lze vysvétlit pfitomnosti vSech strukturnich
parametr(, dullezitych pro vznik stabilnich flavonoidnich oxidacnich produkt(
(katecholového usporadani na A resp. B kruhu, hydroxylu na C-3 a kombinaci oxo-

skupiny na C-4 s dvojnou vazbou mezi C-2 a C-3) (Obr. 26).

OH

o ‘

OH (0] OH (0]

Obr. 26. RGzné moZnosti vzniku flavonoidnich struktur pfi radikalovych reakci

Porovnani DPPH eliminacni aktivity flavonoidnich aglykon( LC-2 a LC-3 s jejich
korespondujicimi glykosidy LC-6 a LC-8 prineslo nasledujici vysledky. DPPH test
prokazal nizsi hodnotu ECso u aglykonu LC-2 neZ jeho glykosidu LC-8 a také nizsi
hodnotu ECsy aglykonu LC-3 neZ jeho glykosidu LC-6. V obou pfipadech jsou tak
flavonoidni aglykony ucinnéjsimi zhaseci DPPH radikalu v porovnani s korespondujicimi
glykosidy. V pripadé vysledk( FRAP testu se jako vyrazné silnéjsi antioxidant projevil

aglykon LC-3 neZ jeho glykosid LC-6. Antioxidacni aktivita aglykonu LC-2 a jeho
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glykosidu LC-8 byla pfiblizné stejna. V literature je uddavano, Ze glykosylace obvykle
snizuje antioxidacni aktivitu flavonoidd. Uvedla to napf. studie, ktera prokazala vyssi
TEAC hodnoty isoflavonoidd daidzeinu a genisteinuv porovnani s jejich
korespondujicimi glykosidy (Rice-Evans et al. 1996). Obecné plati, Ze antioxidacni
aktivita flavonoidud je ovlivnéna jak poctem, tak typem a pozici cukernych slozek (loku

et al. 1995).

Antiagregacni analyza izolovanych latek

Existuje nékolik studii, které uvedly antiagregacni puUsobeni taxonl z celedi
Asteroideae a Cichorioideae. Listovy, stonkovy a korenovy extrakt z Chromolaena
odorata byl testovan z hlediska inhibice vazby PAF k receptoru. Nejvyssi inhibi¢ni
ucinek prokazal extrakt z listd, z kterého bylo nasledné izolovano jedenact flavonoidd.
Osm nejvice aktivnich flavonoidd inhibovalo vazbu PAF k receptoru z vice nez 50 %
(Ling et al. 2007). Methanolovy a chloroformovy extrakt z listl Artemisia dracunculus
signifikantné inhibovaly trombocytarni adhezi a agregaci na lamininem pokrytych
destickach (Shahriyary a Yazdanparast 2007). Tfi flavonoidni glykosidy izolované
z kvetouci nati Helichrysum italicum snizily in vitro agregaci lidskych trombocyt(
navozenou COL (Facino et al. 1990). Seskviterpenicky lakton a ctyfi flavonoidy,
izolované z Tanacetum microphyllum, inhibovaly uvolfiovani TXB, z lidskych
trombocytl vyvolané kalciovym ionoforem. Nejvyssi aktivitu prokazaly flavonoidy
santin a ermanin (Silvan et al. 1998).

Trombocytdrni agregace (hodnota ECsg) izolovanych latek byla stanovena
turbidimetrickou metodou (Born 1962). Pro srovnani byla stanovena také
antiagregacni aktivita standardu, kyseliny acetylsalicylové. Nejvyssi antiagregacni
aktivitu z izolovanych latek prokazal hispidulin (LC-1). Hodnoty ECso (uM) LC-1 pro
jednotlivé agonisty byly: 1060 + 54 pro ADP, 100 t 24 pro COL, a 522 *+ 13 pro AA.
Schopnost LC-1 inhibovat agregaci navozenou COL byla témérF stejné vysoka jako
v pfipadé kyseliny acetylsalicylové, kterd prokazala hodnoty ECsy (UM): 89 + 10 pro
COL, 18 + 2 pro AA a agregaci navozenou ADP neovlivnila. K malo antiagregacné
aktivnim latkam patfily LC-2, LC-3, LC-4 a LC-5. Zbylé latky neprokazaly antiagregacni
Ucinek (Koleckar, Brojerova et al. 2008). Antiagregacni aktivita LC-1, LC-4 a LC-5 byla jiz
v literatufe popsana (Yun-Choi et al. 1987; Bourdillat et al. 1988; Pyo et al. 2002).
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Strukturni predpoklady pro vysoké antiagregacni plsobeni flavonoidd jsou
kombinace dvojné vazby mezi C-2 a C-3, hydroxylu na C-3 a oxo- skupiny na C-4.
Antiagregacni aktivita flavonoidl naopak klesd s rostoucim poctem hydroxyla
v molekule a s glykosylaci (Cook a Samman 1996).

Vliv hydroxylace a glykosylace na antiagregacni plisobeni flavonoidU potvrdila i tato
studie. Antiagregacni aktivitu prokdazaly flavonoidy LC-2 a LC-3, zatimco od nich
odvozené glykosidy LC-8 a LC-6 byly neaktivni. Nejvice antiagregacné aktivni LC-1 je
flavonoidd. Presnéjsi vyhodnoceni vztahu mezi strukturou a antiagregacni aktivitou
izolovanych latek je problematické z dlivodu jejich podobné nizké aktivity (kromé LC-1)
a strukturni rGdznorodosti (jedna se o flavon, flavanon, flavonol, flavonoidni glykosidy

a fenolické kyseliny).

Kvantitativni analyza

Pro stanoveni izolovanych latek byla vypracovana nova analytickd metoda
(Stodulka, Koleckar et al. 2008). Metoda zahrnuje kromé optimalizovanych podminek
HPLC analyzy s UV detekci také nejvhodnéjsi zplsob pripravy vzork( pro analyzu.

Nejvice zastoupenou latkou v susiné byl flavonoidni glykosid LC-8 (0,574 %),
nasledovan od néj odvozenym flavonoidnim aglykonem LC-2 (0,103 %). VSechny
ostatni latky prokazaly hodnoty procentudlniho zastoupeni pod 0,1 %. Nejsilnéjsi
antioxidant (nejvyssi aktivita v obou antioxidacnich testech), flavonoid LC-7, byl
zastoupen v susiné z 0,067 %. Vysledky antioxidacni a kvantitativni analyzy naznacuiji,
Ze latky LC-7, LC-8 a LC-2 vyznamné prispivaji k vysoké antioxidacni aktivité parchy
saflorové. Je pravdépodobné, Zze metoda je pouzitelnda také pro analyzu ostatnich

fenolickych latek parchy saflorové.

Zaveér

Rostliny a jejich obsahové latky vykazuji fadu zdravi prospésnych ucinkl. Nékteré
z téchto ucinkd mohou byt odvozeny od jejich antioxidacni aktivity, ktera tak zlstava
vyznamnym tématem védeckych praci. Pro méfeni antioxidacni aktivity bylo vyvinuto
mnoho analytickych metod, vyuzitelnych jak v in vitro tak in vivo modelech, které

prokazaly vysoky antioxidaéni efekt mnoha pfirodnich latek. Rada praci prokazala vliv

78



struktury a jeji obmény na antioxidaCni aktivitu pfirodnich latek, a také od nich
odvozenych latek syntetickych. V tématice antioxidacni aktivity prirodnich latek presto
zUstava fada otaznikd, jako je napf.: jak €asto, v jakém mnoizstvi a v jaké formé je
nejvhodnéjsi pfijimat ptirodni latky; chybi dostate¢né mnoZstvi informaci o jejich
absorbci, metabolizaci a in vivo UGcinku; neni dostatek udajl o pripadnych nezddoucich
efektech, popf. maximalnich moZnych davkach, které by neZzadouci ucinky
nevyvolavaly. Dllezitym tématem zUstava detailnéjsi objasnéni souvislosti mezi

antioxidacni aktivitou latek a zjisténym biologickym ucinkem.

Antioxidacni test vyuzivajici zhaSeni DPPH radikdlu a SIA se ukdzal jako ucinna
a rychld metoda, dobte aplikovatelnd na Siroké spektrum vzork(l. Metoda byla pouZita
na rostliny Celedi Asteroideae a Cichorioideae, které doposud nebyly v takto Sirokém
rozsahu analyzovany. Metoda umoznila rychlé vyhodnoceni nejvice aktivnich vzork(
(screening) a byla pouzita také béhem celé fytochemické studie s cilem ziskani nejvice
antioxida¢né aktivnich latek. Bylo prokdzano, Ze plvodné screeningovda metoda
umoziuje relevantni vyhodnoceni ECsy izolovanych latek a je tak pouzitelnd
i pro odvozovani vztah(i mezi strukturou a aktivitou testovanych sloucenin.

Vysledkem fytochemické studie byla izolace 8 latek (véetné nové objevené pfirodni
latky) z nejvice antioxidacné aktivniho ethyl-acetatového extraktu parchy saflorové.
VSechny latky byly podrobeny antioxida¢nimu DPPH testu a FRAP testu. V obou testech
prokazaly nejvyssi antioxidacni aktivitu latky LC-3 a LC-7. Na zakladé vysledku
antioxida¢ni analyzy ziskanych extraktll a izolovanych latek, kvantitativni analyzy,
ainformaci z literatury se da predpokladat, Ze k vysoké antioxidacni aktivité rostliny
pfispivaji zejména flavonoidy LC-7, LC-8 a LC-2. U vysoce antioxidacné aktivniho
flavonoidu LC-3 je prispévek k celkové aktivité rostliny problematicky, z dlivodu jeho
nizkého procentualniho zastoupeni v rostliné. Z hlediska komplexniho vyhodnoceni
antioxidacni aktivity izolovanych latek by bylo vhodné provedeni dalSich antioxidacnich
testa.

Bylo zjisténo, Ze nékteré izolované latky prokazaly antiagregacni aktivitu, ktera
nebyla doposud u parchy saflorové popsana. Tato aktivita byla nicméné vyhodnocena
pouze u izolovanych latek (nejvys$si antiagregacni aktivitu prokdzal flavonoid LC-1).

Celkovy antiagregacni rozbor rostliny, v€etné pfipravenych extraktt, proveden nebyl.
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Vysledky provedenych biologickych testd prokdzaly, Ze nejvice antiagregacné
aktivni hispidulin LC-1 nevykazuje antioxidacni aktivitu. Ackoliv je v literature uvedeno,
Ze velikost antiagregacni aktivity je podminéna podobnymi strukturnimi predpoklady
jako v pripadé antioxidacni aktivity (Cook a Samman 1996), vysledky této studie to plné
nepotvrdily. V souladu s literaturou tato studie prokazala, Ze antiagregacni aktivita
klesa s poctem hydroxylQ, zatimco u aktivity antioxidacni je tomu naopak.

Je zndmo, Ze parcha saflorovd disponuje fadou biologickych Gcinkd, nicméné,
doposud nebyla provedena studie, ktera by komplexné hodnotila jeji antioxidani
potencial tak, jako tato prace. Ziskané vysledky ukazuji na mozné budouci uplatnéni

parchy saflorové v prevenci nebo |é¢bé kardiovaskularnich problému.
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7. ABSTRAKT
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Rostliny a jejich obsahové latky vykazuji fadu zdravi prospésnych aktivit, véetné napf.
kardioprotektivniho, protizanétlivého nebo antineoplastického ucinku. Je znamo, Ze
fada téchto ucinkli je odvozena nebo souvisi s jejich antioxidacnim pusobenim. 87
extraktU pripravenych z rliznych ¢asti rostlin celedi Asteraceae (podceledi Asteroideae
a Cichorioideae) bylo podrobeno antioxidacnimu DPPH testu vyuZivajiciho SIA metody.
DPPH radikaly eliminacni aktivita vSech testovanych vzorkl byla popsana hodnotou
ECso. Na zakladé ziskanych vysledkl byla pro naslednou fytochemickou studii zvolena
droga listy parchy saflorové (Leuzea carthamoides) (hodnota ECso extraktu z listd byla
0,046 mg.ml™). Z antioxida&né nejaktivnéjéiho ethylacetatového odparku (ECso = 0,038
mg.ml™) bylo izolovano osm latek (3est flavonoidd a dvé fenolické kyseliny). Latky byly
identifikovany jako hispidulin (LC-1), eriodiktyol (LC-2), patuletin (LC-3), kyselina 4-
hydroxybenzoovd (LC-4), kyselina 3,4-dihydroxybenzoovd (LC-5), patuletin-3'-B-
xylofuranosid (LC-6), 6-hydroxykemferol-7-0O-(6""-O-acetyl-B-D-glukopyranosid) (LC-7),
a eriodiktyol-7-B-glukopyranosid (LC-8). Flavonoid LC-6 byl oznaden jako nova pfirodni
latka. Latky byly podrobeny antioxida¢nimu DPPH testu (hodnota ECso) a FRAP testu
(vysledky jsou uvedeny jako FRAP hodnoty v ¢ase 4 a 60 min). Antioxidacni aktivity
l[atek byly porovnany se znamymi antioxidanty, kvercetinem a troloxem. Oba testy
vyhodnotily jako nejvice Ucinny antioxidant flavonoid LC-7. Hodnota ECsq latky LC-7
byla 29,9 uM. Hodnota ECsg kvercetinu byla 25,3 uM, troloxu 27,8 uM. FRAP hodnoty
latky LC-7 v ¢ase 4 a 60 min byly 33,1 uM resp. 65,3 uM. FRAP hodnoty kvercetinu byly
46,9 uM resp. 82,2 uM, troloxu 20,4 uM resp. 23,7 uM. Latky byly popsany také
z hlediska antiagregacni aktivity. Jako agregacni agonisté byly pouZiti ADP, COL a AA.
Antiagregacni aktivita latek a standardu kyseliny acetylsalicylové byla pro jednotlivé
agonisty popsana hodnotou ECso. Nejucinnéjsi latkou byl antiagregacnim testem
vyhodnocen flavonoid LC-1. Hodnoty ECso (uM) latky LC-1 byly: 1060 * 54 pro ADP, 100
+ 24 pro COL, a 522 + 13 pro AA. Hodnoty ECsg (LM) pro kyselinu acetylsalicylovou
jsou: 89 + 10 pro COL, 18 + 2 pro AA. Z vysledkl provedenych testd byly odvozeny
vztahy mezi chemickou strukturou a antioxidacni/antiagregacni aktivitou latek.
Izolované latky parchy saflorové byly kvantitativné stanoveny nové vyvinutou HPLC
metodou. Nejvyssi procentudlni zastoupeni prokazal flavonoid LC-8, ktery byl obsazen

v suSiné v 0,574 %. Studie uzavird, Ze parcha saflorova je vhodnou rostlinou pro dalsi
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studie, jejichz cilem muUZe byt navrieni nového rostlinného preparatu pouzitelného pfi

poruchach kardiovaskularniho systému.

Klicova slova: antioxida¢ni aktivita, antiagregacni aktivita, Leuzea carthamoides,

DPPH test, polyfenoly, flavonoidy, fenolické kyseliny, stanoveni.
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8. ABSTRACT



Plants and their secondary metabolites exhibit a wide range of biological effects
including e.g. cardioprotective, antiinflammatory, or anticancer activity. It is also
known that these effects are in many cases derived from antioxidant activity. In our
study, 87 extracts from various parts of plants from European members of family
Asteraceae (subfamilies Asteroideae and Cichorioideae) were assayed for radical
scavenging activity by means of DPPH test using the SIA method. DPPH radical
scavenging activity of all tested plant extracts was evaluated according to parameter
ECso. The leaves of Leuzea carthamoides (ECsq = 0,046 mg.ml'l) were chosen as the
most promising sample for the subsequent phytochemical study with the purpose to
isolate antioxidant active compounds. Eight natural compounds were isolated (six
flavonoids and two phenolic acids) from the most antioxidant active ethyl-acetate
extract (ECso = 0,038 mg.ml™): hispidulin (LC-1), eriodiktyol (LC-2), patuletin (LC-3), 4-
hydroxybenzoic acid (LC-4), 3,4-dihydroxybenzoic acid (LC-5), patuletin-3’-B-
xylofuranoside  (LC-6),  6-hydroxykemferol-7-O-(6""-O-acetyl-B-D-glucopyranoside)
(LC-7), and eriodiktyol-7-B-glukopyranoside (LC-8). Flavonoid LC-6 was indicated as a
new natural compound. Antioxidant activity of isolated compounds was evaluated by
DPPH test (ECso) and ferric reducing antioxidant power test (FRAP vules at 4 and 60
minutes) and compared with trolox and quercetin. Both tests evaluated flavonoid LC-7
as the most antioxidant active compound. ECsq value for LC-7 was 29,9 uM. ECsq value
for quercetin was 25,3 uM and for trolox was 27,8 uM. FRAP values for LC-7 in time
interval 4 and 60 min were 33,1 uM resp. 65,3 uM. FRAP values for quercetin were
46,9 uM resp. 82,2 uM and for trolox were 20,4 uM resp. 23,7 uM. In addition, in vitro
antiplatelet activity of isolated compounds was determined in human platelet rich
plasma. AA, ADP and COL were used as agonists of platelet aggregation. ECsq values of
compounds and the standard ASA were evaluated. The highest platelet inhibition
exhibited compound LC-1. ECso (UM ) values for LC-1 were: 1060 + 54 for ADP, 100 + 24
for COL, and 522 + 13 for AA. ECsg values for ASA were: 89 + 10 for COL and 18 * 2 for
AA. The structure/antioxidant and structure/antiplatelet activity relationships of
isolated compounds are presented. New HPLC method for quantitative determination
of L. carthamoides compounds is also enclosed. From the isolated compounds, the
highest content was determined for flavonoid LC-8 (0,574 % of dry matter). The study

evaluated L. carthamoides as a promising plant for future studies with the purpose to
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propose a new cardioprotective preparation.

Keywords: antioxidant effect, antiplatelet effect, Leuzea carthamoides, DPPH test,

polyphenols, flavonoids, phenolic acid, determination.
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