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1. UvVOD

Flavonoidy jsou pfirozené se vyskytujici latky. Patfi mezi sekundarni metabolity
rostlin. Jsou znamé pro své antioxidacni vlastnosti. Skupina flavonoidu je relativné
obsahla a podle rozdilnych substituci na spoleCném skeletu je délena na flavonoly,
flavony, flavanoly, flavanony, isoflavony a antokyanidiny. Tato prace se zabyvala
studiem flavonolU kvercetinu a jeho derivatd isokvercitrinu, rutinu a flavanonu
taxifolinu.

Kvercetin je nejstudovanéjsim flavonolem, jenz je béznou soucasti lidské stravy.
Vykazuje se velkym poétem prospésnych biologickych vlastnosti. Plsobi pfiznivé
proti nemocem, spojenych s plsobenim volnych radikald, jejichz u¢inky mohou vést
ke vzniku ¢etnych onemocnéni a chorobnych stavi .

Kvercetin se prfevazné vyskytuje v glykosylované formé, tvofi tzv. O- 3 —
glykosidy (isokvercitrin, rutin). Stfevni bakterie mohou kvercetin metabolizovat na

taxifolin. 2

Kvercetin je relativné hydrofobni, a tedy muze pasivné difundovat skrz biologickou
membranu. Prichod membranou je ovlivnén konjugaci kvercetinového aglykonu (s

methylem, sulfatem, glukuronidem), z divodu zvysSeni jeho hydrofilni viastnosti. 3

Cilem pfedkladané bakalarské prace je podat prehled dostupnych informaci o
vlivu studovanych flavonoidd na organismus. Popsat biosyntézu kvercetinu a jeho

derivati a metabolickou cestu téchto sloucenin. V praktické ¢asti budu porovnavat
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jejich antioxidaéni aktivitu, ktera bude hodnocena jako schopnost zhaset
difenylpikrylhydrazylovy radikal (DPPH) a budu se také zabyvat jejich vlivem na
expresi mysSiho genu Hmox1, jez kdduje antioxidacni a cytoprotektivni enzym

hemoxygenasu- 1.
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2. TEORETICKA CAST
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2.1 KVERCETIN A JEHO DERIVATY STUDOVANE V PRACI

2.1.1 Chemicka struktura

Flavonoidy jsou charakteristické benzo(y)pyronem 4, ktery je odvozen od struktury
obsahujici dva benzenové kruhy (A a B, Obr. 1) spojené s heterocyklickym

pyranovym nebo pyronovym kruhem (C, Obr. 1).

Podle struktury latek, Ize Fici, ze se jedna o polyfenolové slouceniny.

Obr. 1 Chemicka struktura kvercetinu [3,34°,5,7-pentahydroxyflavon]

Kvercetin je charakterizovan hydroxylaci podle schématu 3, 5, 7, 3', 4 a
pritomnosti katecholu. Toto usporadani je typické pro slouceniny, jez spojujeme

s antioxidacni aktivitou. 5

V rostlinach se flavonolovy aglykon vyskytuje vazany s cukernou slozkou na 3 -

pozici nenasyceného heterocyklického kruhu (Obr. 2) 4. Cukerné slozky (1., 2.)

13



vyobrazené na Obr. 2 se poji s kvercetinem, a tvofi tak jeho glykosidy isokvercitrin

(1.) arutin (2.).

R=
R R
| | 0] CHj
o) o) CHj o) o)
(@)
R = nebo
HO OH
HO OH HO OH
OH
OH OH
1 2.

Obr. 2 Struktura isokvercitrinu [kvercetin-3-8-glukopyranosid] (1.) a rutinu [kvercetin-6‘-a-L-

rhamnopyranosyl-3-8-D-glukopyranosid] (2.)

Posledni derivat, ktery je studovan v praci je taxifolin. Jedna se o flavanonovy

derivat kvercetinu. (Obr. 3)

OH

HO O
OH

OH 0]

Obr. 3 Struktura taxifolinu (dihydrokvercetin)
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2.1.2 Zdroje kvercetinu, jeho glykosidl a taxifolinu

Kvercetin a jeho glykosidy nalezneme bézné v pfirodé€, v rostlinach. Kumuluji se
v pokozce rostlin, v listech, kvétech, semenech a stoncich. 6 Jsou ve svrchnich

vrstvach rostlinnych organu, protoze jejich biosyntéza je stimulovana svétlem. 7

Vyskytuji se v zeleniné, v ovoci a IéCivych rostlinach. Zelenina je velmi bohatym

zdrojem flavonolu. Nejvétsi obsah byl zaznamenan v cibuli. Kapusta, porek, brokolice

a rajcata se vykazuji mensim obsahem flavonoll, avSak jejich mnozstvi neni
zanedbatelné. Z ovoce muzeme zminit hrozny, borlvky, pomerang, grapefruit. Jak
bylo jiz dfive zjisténo, flavanony jsou slouceniny, které se nejvice vyskytuji

v citrusech. Dal§im zdrojem flavonoidu je ¢aj, vino, kakaové boby. 727

Ve stravé muzeme kvercetin nalézt v cerealiich, tucich a olejich, mrazenych
smésich a mlé&nych vyrobcich. Také v t&stovinach a obilnych smésich. Zvykaéky a
sladkosti mohou byt také zdrojem flavonoidu - to byva vétSinou dano obsahem

mentolu”. 2

2.1.3 Biologické vlastnosti kvercetinu

Biologické ucinky jsou zavislé na strukture, protoze kvercetinovy aglykon ma
rozdilné ucinky nez kvercetinové konjugaty. Kvercetinové glykosidy se liSi

pusobenim na organismus, coz je dano druhem pfipojeného cukru. 8

15



Vykazuji spoustu biologickych vlastnosti, které jsou spojovany s antiradikalovou a
antioxidacni schopnosti flavonoidovych latek. Mohou mit pfiznivy, ale také v mensi

mife Skodlivy vliv na organismus, jak bylo zjisténo v nékolika studiich.

U rostlin mohou zpUsobovat pigmentaci samotnych rostlin nebo ovocnych plodu.
Mohou pUsobit jako atraktant pro opylujici hmyz. Ovliviu;ji kliCivost pylu. Poskytuji
ochranu pred UV zafenim a utokem patogenu. 6 9. 10. 11 Slouzi jako chelatacni ¢inidla

kovu Skodlivych pro rostliny 12.

Prospésné plsobeni kvercetinu na organismus se projevuje antioxidaénim,
13,14 Byl prokazan vztah mezi antioxidacni aktivitou a prevenci procesu starnuti 7.
Polyfenoly z ¢erveného vina, hroznu a hroznovych slupek se vykazuji

vasorelaxacnimi ucinky 15.

Pfi studiu vlivu kvercetinu na ¢ervené krvinky byly potvrzeny jeho pfiznivé
vlastnosti. Ma zna¢nou schopnost inhibovat hemolyzu. Pisobenim proti oxidaénimu
stresu ochrariuje ¢ervené krvinky pred rozpadem. Stabilizuje membrany erytrocyt

redukci lipidové peroxidace. 16

Za urcitych podminek (napf. v pfitomnosti Zeleznatych iontd, které Ize ziskat
degradaci hemu) fenolové slou€eniny ucinkuji prooxida¢né. Indukuji poskozeni DNA

a peroxidaci lipidu. 17
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2.1.4 Antioxidacni, antiradikalové, prooxidaéni vlastnosti

2.1.41 Antioxidaéni aktivita

Antioxida¢ni pusobeni ma schopnost inhibovat proces oxidace, které obvykle
zahrnuje sadu rliznych reakci 18. Antioxidanty pfi malych koncentracich, a jez jsou
v pfitomnosti latek, na které plasobi svymi antioxidaénimi ucinky, mohou

omezovat nebo zabranovat destrukci téchto latek 1°.

Antioxidac¢ni vlastnosti jsou pfevazné funkci chemické struktury. V pripadé
kvercetinu je to dano pfitomnosti kruhu katecholového typu a polohou
hydroxylovych skupin 5.

Antioxidac¢ni aktivita mGze byt napfiklad ovlivnéna koncentraci antioxidantu,
oxidovanym substratem, pfitomnosti jinych antioxidantu, pfistupem kysliku ke
vzorku, coz obecné odpovida parcialnimu tlaku kysliku, ktery je dany napfiklad
velikosti povrchu oxidovaného systému, chemicko — fyzikalnimi viastnostmi (pr.

teplota, pH) a také pfitomnosti dalSich latek. 20

21.4.2 Antiradikalova aktivita

Antiradikalovy ucinek maji slouceniny schopné vychytavat a eliminovat volné
radikaly. K reakci radikalu s antiradikalem dochazi v jednotlivych radikalovych

reakcich. 18
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Radikalové reakce flavonoidu:

Pribéh radikalové reakce flavonoidu (FI — OH) s radikalem DPPH, pfi které

vznikne flavonoidovy radikal a difenylpikrylhydrazin:

FI— OH + DPPH* - FI - O* + DPPH>

Pro aroxylové radikaly mohou byt pfedpokladany tfi odliSné terminacni reakce:
1. FI-O*+FI-0*>FI-O-0O-Fl
2. Fl-0*+DPPH* - FI- O + DPPH
3. FI-0* (semichinon) —H* - FI = O (chinon)

Reakce Cislo 1 je spojovaci reakci mezi dvéma flavonoidovymi radikaly, pfi
této reakci tedy probiha dimerizace.

2. reakce je interakce mezi flavonoidovym a DPPH radikalem a reakce Cislo
3 je alternativni a mozna i prevladajici terminacni mechanismus, ktery probiha za
dalsi ztraty vodikového atomu z flavonoidového radikalu. To podminuje utvareni

chinonu .21

2.1.4.3 Prooxidacni vlastnosti

Nékteré ze slou€enin vykazujici antioxidacni aktivitu mohou mit zaroven nékteré
nezadouci vlastnosti, napf. cytotoxicitu. Ta je spojena s prooxidacnim plsobenim

nékterych polyfenolu. 6.10

Prooxida¢ni mechanismus je zodpovédny za mutagenni aktivitu kvercetinu /n

vitro , jak bylo zjisténo v nékterych studiich. 2
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PFicinou cytotoxicity vSak muze byt i oxidace polyfenoll za vzniku semochinon( a
chinonu, které jsou potencialné cytotoxické. 20 Maji schopnost kovalentni vazby na
DNA, proto je velmi pravdépodobné, ze jsou hlavnim divodem mutagenity spojené

s kvercetinem. 2

Auto-oxidaci flavonolu, obsahujici katecholovou skupinu, mohou vznikat reaktivni
kyslikové radikaly (ROS). Tento proces vede k prooxidacnimu chovani flavonolovych

sloudenin 22,

Reaktivni formy kysliku zapfi€inuji oxidacni stres bunék a tim fadu onemocnéni.
Na druhou stranu v organismu plni fadu fyziologickych funkci, které nejsou jenom
negativni. Reaktivni formy kysliku vyvolavaji napfiklad nadoroveé bujeni, avSak také
slouzi k jeho kontrole a jeho pfipadné eliminaci, coz zprostfedkovavaji iniciaci
apoptosy. Proto mozny prooxidaéni efekt in vivo nékterych flavonoidi nemusi byt
hodnocen jednoznacné negativné, a to také s ohledem na to, Ze mirny oxidacni stres
podnécuje zvySovani pfirozené (ij. zejména enzymové) antioxidacni obrany

organismu a dalSi obranné mechanismy. 20

| kdyz vime o mozné prooxidacni aktivité kvercetinu, tak je velmi diskutabilni
omezeni jeho pfijmu, jako soucasti bézné stravy, jelikoz jeho antioxidacni vlastnosti
nemohou byt zanedbany. Mnoho studii prokazalo jeho prospésné vlastnosti. Dalo by
se tedy Fici, Ze prooxida¢ni pusobeni nemusi byt pfimou hrozbou, a to také z toho
ddvodu, ze toxické vlastnosti s mutagennimi a cytotoxickymi nasledky byly prokazany

jen v in vitro studiich.
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2.1.5 Biosyntéza

Cesta biosyntézy flavonoidu a jeji regulace byla dobfe prostudovana. Pro
produkci rozdilnych flavonoidl existuje mnoho enzymd, které jsou jednotlivym tfidam
charakteristické. Na Obr. 4 je popsana cesta biosyntézy kvercetinu a jeho derivata

probihajici v rajCatech.

Chalkonsyntasa postupné katalyzuje kondenzaci tfi acetatovych jednotek
pochazejicich z malonyl - CoA a 4-kumaroyl — CoA. Sekvence kodujici

chalkonsyntasu byly izolovany a popsany v mnoha rostlinnych druzich.

Protoze vétsina rostlin nekumuluje chalkony, je po vytvoreni naringeninového
chalkonu okamzité chalkonisomerasou pfeménén na naringeninovy flavonon. Pfi

absenci chalkonisomerasy muze byt chalkon spontanné isomerovan na naringenin.

Nasledna hydroxylace flavononu probiha na pozici C-3 heterocyklického kruhu
a vznika dihydroflavonol. Tato reakce je provadéna flavonon -3 - hydroxylasou
(F3H). Dihydrokaempferol (produkt naringeninu katalyzovaného F3H) mUize byt dale
hydroxylovan na pozici 3'a 5" B — kruhu (F3'H,F5°H). Tyto hydroxylace vedou

k vytvoreni dihydrokvercetinu (taxifolinu).

Dihydrokvercetin je pfeveden pomoci flavonolsyntasy na kvercetin. Tento

enzym katalyzuje vznik dvojné vazby mezi uhlikem 2 a 3 na C-kruhu.

20



Glukosyl/rhamnosyl transferasa katalyzuje pfenos a substituci uréitého cukru

na kvercetin za vzniku daného glykosidu. 1.9

Krok syntézy taxifolinu se da obménit pusobenim flavonolsyntasy na
dihydrokaempferol za vzniku kaempferolu. Pfidavkem glukosyl/rhamnosyl transferasy

vznikne rutin a isokvercitrin. 1
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CoA

CIZOA Malonyl CoA ( x 3)

Fenylalanin OH \

4-kumaroyl CoA

HO OH
HO (0]
— |

| I

Naringenin Naringenin chalkon

OH

HO o 5 Ho © OH
OH ———

[ or | OH
OH (6] OH 0 Taxifolin

Dihydrokaempferol

OH (0]

Isokvercitrin

HO OH

1=obecny metabolismus fenylpropanoidd, 2= Chalkonsyntasa, 3=Chalkonisomerasa, 4= Flavonon-3-

hydroxylasa, 5= Flavonon-3‘-hydroxylasa, 6= Flavonolsyntasa, 7= Glukosyl/ Rhamnosyl transferasa

Obr. 4 Cesta biosyntézy kvercetinu a jeho glykosidi !



2.1.6 Metabolismus kvercetinu

Mozna toxicita, stejné jako domnély prospény ucinek kvercetinu jsou z velké Casti
zavislé na jeho biologické dostupnosti. Cesta kvercetinu po jeho oralnim podani,
kterému nasleduje absorpce, distribuce, metabolismus a vylu€ovani, byla rozsahle

studovana jak na zvifatech, tak i na lidech. 2

Antioxidanty pfijimané potravou mohou pUsobit bud’ pfimo v gastrointestinalnim
traktu, nebo mohou byt resorbovany do organismu. 19 P¥i jejich resorpci a nasledném
metabolismu v jatrech a ostatnich tkanich dochazi k premé&nam na dalSi metabolity,

jejichz biologické vlastnosti se mohou lisit. 23

Ve stravé se flavonoly vyskytuji vazané s cukernou slozkou na 3 — pozici C —
kruhu. Pfes sténu stfeva vSak dokaze prochazet pouze molekula bez glykosidu
(aglykon). V tlustém stfevé probiha hydrolyza flavonoidl spojenych s cukrem, coz
ma na starosti stfevni mikroflora 4 nebo vétSina polyfenolovych glukosidi maze byt

deglykosilovana B — glukosidasou, jedna se o proces probihajici v tenkém streve 24-

Prvnim krokem metabolismu zpravidla byva odstranéni cukerné slozky.
Odstanénim glykosidu dojde ke snizeni hydrofilnich vlastnosti, a tudiz mize aglykon

pasivné prochazet pfes stfevni membranu. 25

23



2.1.6.1. Metabolismu kvercetinu v sav&im organismu 2:7 (Obr. 5) :

1. Metabolismus oralné pfijatého kvercetinu zacCina ve strevé.

2. Ve stfevé muze byt kvercetin methylovan. Timto procesem se mohou ziskat
dva produkty. Ve vétSi mife je tvofen isorhamnetin (1.) (3"-O- methylquercetin)
a v mensim rozsahu tamarixetin (2.) (4"-O- methylquercetin). Probiha
sulfatace a glukuronidace na jedné z hydroxylovych skupin v bunkach
stfevniho epitelu. V tlustém streveé je kvercetin degradovan mikroflérou na
jednu z nékolika ruznych fenolovych kyselin (napf. 3,4-dihydroxyfenyloctova
kyselina) a oxid uhli¢ity (CO2). Tento rozklad kvercetinu se oznacuje jako
heterocyklické stépeni (Obr. 6). Ve stievé dochazi také k metabolismu
kvercetinu na taxifolin.

3. Absorpce nemetabolizovaného kvercetinu, (1.), (2.) a fenolovych kyselin. Pres
vstupni jaterni zilu se kvercetin a jeho metabolity dostavaji do jater, kde jsou
vystaveny dalSi konjugaci. Dochazi ke vzniku novych sulfatovych nebo
glukuronidovych derivatu. Také muze dochazet k dalsi methylaci pomoci
enzymu katechol-O-methyltransefarasa (COMT). Bylo prokazano, ze kvercetin
muze byt systematicky absorbovan z gastrointestinalniho traktu pres lymfu.

4. Po metabolismu v jatrech jsou ZluCi vyluCovany do tenkého stfeva jak
methylované produkty, tak i produkty sulfatace a glukuronidace. Glukuronidy
jsou dekonjugovany a vysledny aglykon je reabsorbovan nebo degradovan na

fenolové kyseliny.
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Kvercetin a produkty metabolismu mohou byt dale prevedeny do ledvin.

V ledvinach jsou zpracovany a jako odpadni latky se dostanou do moci, kterou

jsou vylou€eny z organismu.

6. Jednotlivé metabolity kvercetinu a popfipadé samotny kvercetin mohou byt

vylouceny také ve formé stolice.

Vice nez 90% oralné podané davky kvercetinu je metabolizovano ve streve,

zatimco jatra se podileji jen na 3% metabolismu dané davky.

Rozsahla glukuronidace a sulfatace polyfenoll muze znacné snizit jejich

antioxidacéni aktivitu. 26

1.R,=OH;R, = OCH,

2.R,=OCH, ; R, = OH

nebo heterocyklické
fenolové kyseliny a CO,

Stépeni na

2 . 3.
STREVO

—_—

Kvercetin,
premnénuji
glukuronidy
O-methylaci

1.,

2.
na
nebo

MOC <

LEDVINY

se v jatrech
sulfaty a
dochazi k

JATRA

STOLICE

Obr. 5 Metabolismus kvercetinu
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O | OH —_—
OH
OH (0]

Obr. 6 Anaerobni mikrobidini rozklad °

2.1.6.2 Biologicka dostupnost

Drive, pfi méfeni koncentrace volného kvercetinu v plazmé po oralnim podani
dobrovolnikiim, nebyla prokazana jeho pfitomnost, za coz mohla nedokonalost

detekéni techniky. Proto se védci domnivali, Ze kvercetin se v plazmé vyskytuje jen

HO OH

OH

(6{0)

jako razné konjugované formy. Nejnovéjsi testy vyuzivaji zlepSené detekéni metody,

které mohou prokazat kvantitativni stopu aglykonu v plazmé. 15.27

Neprimym dikazem jejich absorpce v travicim traktu je zvySeni antioxidacni

kapacity plazmy po jejich konzumaci. Pfimym dikazem je méfreni koncentrace

polyfenoll v plazmé a moci po jejich podani. 15.25
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Koncentrace flavonoll v plazmé, po pfijmu potravy bohaté na rostlinné polyfenoly,
je velmi nizka, a tudiz mohou jen malo pfispivat k antioxidacni kapacité plazmy. Je to
dano tim, ze po konzumaci kvercetinu je 60% davky metabolizovano, coz je vysledek
efektu prvniho prichodu stfevem. To zapficinuje extrémné nizkou koncentraci
nekonjugovaného kvercetinového aglykonu cirkulujiciho v plazmé. K narustu
antioxidacni aktivity plazmy pfispivaji predevsim metabolity vznikajici ¢astecnou O-

methylaci nebo ty, které si zachovavaiji katecholovou strukturu. 28

Prumérny denni pfijem flavonolu byl stanoven pouze na 20-35 mg. NejvetSi
mnozstvi konjugovanych forem kvercetinu v plazmé bylo zaznamenano po pfijmu
cibule (7,6 pmol/l). Podanim Cistého 4 -glukosidu byla koncentrace kvercetinu v

plazmé 7 pmol/l.27
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2.1.7 Toxicita

21.71 Studie in vitro

Kvercetin byl dusledné testovan pro jeho mutagenni aktivitu u vétSiny
standardnich kmenU Salmonella typhimurium, Escherichia coli. Mutagenita
pozorovana u testovanych bakterialnich systému byla potvrzena. Taktéz se projevila
u eukaryotnich bunék. Lymfocyty kifeCka, mysi a také lidské lymfocyty vykazovaly po
vystaveni kvercetinu chromozomalni aberace, poSkozeni viakna DNA, fragmentaci

jadra.

Methylaci kvercetinu na raznych hydroxylovych skupinach dochazi k vyraznému

oslabeni, €i uplnému zruseni jeho mutagenniho ucinku 4. 2

21.7.2 Studie /in vivo

Vysledky, souvisejici s mutagenitou a genotoxicitou, pozorované v /in vitro
studiich, nebyly potvrzeny experimenty provadénymi /n vivo. Po oralnim podani
kvercetinu mySim a potkaniim, nebyly vyvolané zadné vyznamné reakce, které by se
projevovaly mutagenni aktivitou. U nékterych testl se sice mutagenita projevila, ale
pfi posouzeni vSech vlastnosti kvercetinu, je vyznam téchto ucinkl diskutabilni

(z hlediska jeho sirSiho pouzivani). 2

VétSina polyfenoll ma katecholovou skupinu, ktera maze byt oxidovana na

chinon /in vivo, coz ma za nasledek produkci volnych radikall. Enzymy
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chinonreduktasa a katechol — O — methyltransferasa omezuji tvorbu chinonu, jez by

jinak mohly vyvolavat toxické pusobeni na organismus. 13
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2.2 HEMOXYGENASA

Hemoxygenasa je enzym, ktery katalyzuje rozklad hemu na biliverdin, za
soucasneého uvolnéni oxidu uhelnatého a Zeleza. 2° Biliverdin je nasledné

biliverdinreduktasou pfeménén na bilirubin 30.31 (Obr. 7).

30,, NADPH

Biliverdin

Fe'

NAD(P)H;
Biliverdinreduktasa

HEM

* Hemoxygenasa

Bilirubin

Obr. 7 Metabolismus hemu '
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Systém hemoxygenasy obsahuje tfi izoenzymy:

1. Induktivni ( inducibilni) formu hemoxygenasa-1,
2. Konstitutivni (konstitutivné exprimovana) formy hemoxygenasa-2 a

hemoxygenasa-3. 32

Hemoxygenasa-1 se nachazi v tkanich, které jsou mimo nervovy systém, jako
odpovéd na stresujici podminky, kdezto hemoxygenasu-2 a hemoxygenasu-3
bychom nasli v nervovych bunikach. Nedavné studie prokazaly, ze hemoxygenasa-1

hraje kliCovou roli v obranném mechanismu proti oxidacnimu poskozeni. 33

Pfi zvySeném mnozstvi reaktivnich kyslikovych ¢astic (ROS) v organismu, je
poskytnuta bunééna ochrana pravé hemoxygenasou-1, jejiz hladina je béhem téchto

podminek zvySena. 34

Jelikoz pfi syntéze hemu mohou byt vytvareny reaktivni kyslikové ¢astice, je jeho
degradace velmi dulezita z ddvodu tvorby barviv biliverdinu a bilirubinu, které
vykazuji antioxidacni aktivitu. Volné Zelezo, které je uvoliovano degradaci hemu, je
velmi toxické a muze poskozovat tkané preménou peroxidu vodik na volné radikaly
35. Zelezo uvolnéné pfi degradaci mdze byt znovu vazano na nové vznikajici hem,

v takovém pfipadé slouzi hem jako chelatacni Cinidlo. Tyto dvé cesty pro tvorbu a

zanik hemu jsou tedy uzce spojeny. 32
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Tento cytoprotektivni enzym je kontrolovan jadernym transkripénim faktorem Nrf2
( nuclear factor erythroid 2 — related factor 2). Nrf2 je dalezitym aktivacnim faktorem
transkripce genli enzym0 potlacujicich oxidativni stres. Aktivita Nrf2 je negativné

regulovana represorem Keap1 (Kelch-like ECH- associated protein 1). 36.37

Keap 1 se vaze na Nrf2, to zapficifiuje jeho zadrzeni v cytoplazmé, kde nastava
proteosomalni Nfr2 degradace. Na druhou stranu spojeni Keap1-Nrf2 vede k regulaci
mnozstvi Nrf2 v jadfe, protoze bez jeho kontroly by mohlo dochazet

k nekontrolovanému prepisu genetické informace. 38

Gen, ktery kdduje hemoxygenasu -1 se oznacuje Hmox1. Jedna se o mysi gen.

Vliv antioxidandi na expresi Hmox1 je studovan v této praci.

P¥i testovani in vifro vyplynula skutecnost, ze biliverdin a bilirubin vznikajici

degradaci hemu se vykazuji antioxida¢nimi vlastnostmi. 32. 39 Rozkladem hemu je

s v v

Schéma znazoriujici pusobeni hemoxygenasy na hem za vzniku produkt(
biliverdinu, CO a Zeleznatého iontu je zobrazeno na Obr. 8. U jednotlivych produkt
degradace hemu nebo latek, které jsou vyvolany pfitomnosti biliverdinu, CO a

zeleznatych iontl v organismu, je modrou barvou popsan jejich biologicky ucinek.
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2.3. POPIS METOD UZITYCH PRI TESTOVANI FLAVONOIDOVYCH LATEK

2.3.1 Spektrofotometrické méfeni absorbance

Absorbance A pro uvedené toky monochromatického zareni je veli€ina, ktera je
charakterizovana mnozstvim vstupujiciho zareni podle mnozstvi proslého zareni

vzorkem. 41

Chemické metody, pro méfeni antioxidacni aktivity a vyuzivajici méreni
absorbance, spocivaji v pouziti Cinidel poskytujicich s volnymi radikaly barevné
produkty, jejichz vzniku brani ve vzorku obsazené antioxidanty. Volné radikaly mohou

byt bud’ syntetické (napriklad DPPH) nebo reaktivni kyslikové formy (ROS). 42

Intenzita zabarveni se nejCastéji méfi spektrofotometricky a rozdil v hodnotach
absorbanci méfeného a slepého vzorku udava mnozstvi latek obsazenych ve vzorku

s antioxidacnimi ucinky. 43

Vypocet pro schopnost daného antioxidantu inhibovat radikal:

Ablank — Avzorek
100
Ablank

Inhibice [%] =
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2.3.2 Difenylpikrylhydrazyl (DPPH)

Organicka slou¢enina, majici v roztoku fialovou barvu. Diky své strukture muze

byt akceptorem atomu vodiku a prejit do formy stabilni molekuly.

Kdyz je DPPH neutralizovano, jeho barva se méni na svétle Zlutou az bezbarvou.

Tato barevna pfeména muze byt pouzita jako vizualni indikator neutralizace DPPH.

Jeji absorpéni pas dosahuje svého maxima pfi 517nm, proto méfeni poklesu

absorbance probiha praveé pfi této vinové délce.

N—N* NO,

Obr. 9 Strukturni vzorec DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl)

2.3.21 DPPH metoda

Metoda zalozena na eliminaci radikalu. Diky ni mizeme pozorovat schopnost
jednotlivych antioxidantt vychytavat difenylpikrylhydrazylovy radikal. Radikaly mohou
vznikat pfimo v reakéni smési (kyslikové radikaly), anebo mohou byt do smési

pfidany (DPPH) 42,
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Je jednim ze zakladnich postupu pfi posouzeni antiradikalové aktivity Cistych i

smésnych latek. 21

DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) se reakci s antioxidantem

redukuje a vnika DPPH-H (difenylpikrylhydrazin ) 19. (znazornéno na Obr. 10).

N—N* NO, + H* — = N—N NO,

Obr. 10 Schéma reakce s radikdlem DPPH

Vodik na obrazku byl poskytnut antioxidantem, ktery vytvori radikal, ten je pfi
terminacni reakci preménén na neradikalovou slouceninu, jez nejCastéji vznika

interakci dvou radikalovych latek mezi sebou.

2.3.3 Real - time PCR (RT PCR)

DetekCni postup vyuzivajici polymerazové rfetézové reakce (PCR). Slouzi
k sekvencovani genomu velké Skaly riznych organismu 44. V prabéhu reakce je
pfimo kvantifikovan PCR produkt, odtud nazev Real-time PCR (=polymerazova

fetézova reakce v realném Case) 45.
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Kvantifikace molekul nukleovych kyselin je dllezita pfi podrobném studiu genové
exprese nebo diagnostice nékterych patogen(. Tato technika dovoluje analyzu z

velmi malych mnozZstvi vzorku. 46. 47

V nékolika studidich byla popsana vice nez 90% uspésnost pfi pouziti této

metody detekce 48.

2.3.31  Princip RT PCR

RT PCR se od klasické PCR Iisi kontinualnim monitorovanim pfirastku produktu
PCR, béhem kazdého cyklu (klasicka PCR detekuje az finalni produkt). Zakladni
podminkou je pfitomnost fluorescenéniho substratu, ktery se vaze na syntetizovanou
DNA. Zména intenzity detekované fluorescence je méfitkem mnozstvi vznikajiciho

produktu. 49

2.3.3.2 Reverzni transkripce a RT PCR

Enzymaticka reakce katalyzovana reverzni transkriptasou. Jedna se o prepis
genetické informace podle templatu RNA na DNA. Takto ziskana DNA je
oznacovana jako cDNA (= complementary DNA). 47 VVznika vSak hybrid RNA-DNA,
ktery neni vhodny k dalSi praci. Pouziti reverzni transkripce je tedy ¢asto pojeno s RT

PCR, protoze dale touto metodou muze byt DNA kvantifikovana. 50
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2.3.3.3 Sondy RT PCR

Jedna se o fluorescencni latky. Jejich déleni je dano kritériem na pozadovany
produkt PCR:
1. nespecifické — vazou se nespecificky na dvouviaknovou DNA
2. specifické — ve své struktufe maji oligonukleotidovy retézec, kterym se
hybridizuji k PCR amplikonu. 45. 47. 49
Mezi specifické patfi sonda, ktera byla pouzita pfi provadéni méreni v této

praci. Jedna se o hydrolyzaéni 47 sondu TagMan.

Sonda TagMan

Sekvencéné specificka fluorogenni sonda 47. Sonda obsahuje oligonukleotid s
fluorescencni znackou a zhaseCem, ktery se vaze na vnitfni ¢ast amplifikované
sekvence 48. Pokud primer vytvari homoduplex, je rozlozen 5‘-exonukleasovou
aktivitou DNA-polymerasy. Po pfipojeni primeru ke komplementarnimu useku je
emitovana fluorescence. 46 Jedna se o hybridizaéni metodu vyuzivanou napf. pro

detekci bodovych mutaci 48.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 METODY

3.1.1 Chemikalie

Kvercetin byl pofizen od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Isokvercitrin a
taxifolin byly dodany Mikrobiologickym tstavem AVCR (Praha, Ceska republika).
Rutin byl ziskan od Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA). DPPH pofizeno také od
Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA). Firma Merck (Darmstadt, Némecko)
poskytla methanol. MySi makrofagoveé linie RAW264.7 dodala evropska banka
bunécnych kultur (No. 91062702, ECACC, Salisbury, UK). Fetalni hovézi sérum
dodala firma Invitrogen (Carlsbad, CA, USA ). Dulbeccem modifikované Eaglovo
médium zakoupené od Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA). Cinidlo TRI
Reagent, Sada primeru pro reverzni transkripci, barvivo FAM a amplifikaéni média
TagMan Universal PCR Master Mix a Tag-Man Gene Expression Assay od Applied

Biosystems ( Foster City, CA, USA).

3.1.2 ZhasSeni difenylpikrylnydrazylového radikalu

Methanolicky roztok difenylpikrylhydrazylu (DPPH) byl pfipraven smichanim 1g
krystalického DPPH a methanolu, ktery byl doplnén na mnozstvi 50 ml odmérné
bariky. Pro kazdé méreni byly chystany nové methanolické roztoky testovanych latek
(kvercetinu, isokvercitrinu, rutinu, taxifolinu), které byly dale fedény podle

pozadované koncentrace. Pro stanoveni aktivity byla vyuzita 96 - jamkova
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mikrodesti¢ka. Nejprve se do jamek pipetovalo 90 yl methanolického roztoku
testované latky o dané koncentraci a poté osmikanalovou pipetou bylo aplikovano do
vSech jamek 180 pl methanolického roztoku DPPH. Do srovnavacich jamek bylo
pipetovano 90 ul metanolu a také 180 pl roztoku DPPH. Nasledovala 30 minutova
inkubace za pokojové teploty, po jejimz uplynuti se absorbance smési mérila pfi 517

nm.

Zjisténi inhibice jednotlivych latek probihalo pomoci namérenych absorbanci

podle vzorce:

oL Ablank — Avzorek
Inhibice [%] = Ablank x 100

Méreni absorbance bylo provedeno na pfistroji Tecan infinite M200 - microplate

reader (Tecan GmbH, Rakousko).

3.1.3 Kultivace bunék RAW264.7 a jejich oSetreni

Mysi makrofagy bunécné linie RAW264.7 byly kultivovany pfi 37 °C v Dulbeccem
modifikovaném Eaglovu médiu doplnéném 2 mM L- glutaminem, 100 U/ml penicilinu,
100 pg/ml streptomycinu a 10% plodového hovéziho séra. Takto oSetfené bunécné
linie byly uchovavany ve vihké atmosfére obsahujici 5% CO». Bunky byly péstovany
v bankach o obsahu 75 cm?a byly pravidelné pasazovany. Pro vSechny experimenty

byly bunky RAW264.7 (5 az 25 pasaze) nasazeny v celém kultivaCnim médiu pfi

41



hustoté 1 x 105 bunék/cm2. Po 8 hodinové stabilizaci, kultivacni médium bylo
vymeénéno za médium bez séra. Dale probéhla inkubace pfes noc. Poté nasledovalo
oSetreni bunék testovanymi latkami po dobu 6 hodin, které se provadélo v médiu
neobsahujicim sérum. Kontrolni burnky byly oSetfeny pouze 0,1 % (v/v) DMSO

(dimethylsulfoxidu).

3.1.4 Reverzni transkripce a kvantitativni RT PCR

Po oSetfeni byla vSechna RNA extrahovana pomoci Cinidla TRI Reagent.
Koncentrace RNA stanovena spektrofotometricky pfi 260 nm. Vzorky RNA (2 pg) byly
reverzni transkripci prepsany na cDNA pomoci sady primerQ pro reverzni transkripci
podle doporuceni vyrobce. RT PCR byla provedena systémem LIightCycler 480 I
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) za vyuziti TagMan Universal PCR Master
Mix a Tag-Man Gene Expression Assay skladajici se z charakteristickych primer(.
Barvivem FAM byl zna¢eny maly zlabek TagMan sond. Test ID pro Hmox 1 byl
MmO00516005_m1 a pro Gapdh Mm99999915_g1. Reprodukovatelnost testu byla
zajisténa meérenim pfi 50° C po dobu 2 min, 95 C po dobu 10 min, nasledovalo 40
cyklu pfi 95 C po dobu 15 s a 60 cykll po dobu 1 min. Pfechodové hodnoty,
odpovidaji Cr, byly stanoveny automatickym pouzitim druhé derivace maximalni
analyzy. Relativni zmény v genové expresi byly vypocteny srovnanim Cr metody

uzitim rovnice 2-4ACt s vysledky normalizovanymi na Gapdh mRNA urovnich.
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3.2 VYSLEDKY

3.2.1 Zhaseni radikalu difenylpikrylhydrazylu (DPPH) studovanymi flavonoidy

Zhaseni radikalu DPPH je metoda, pfi niz se hodnotila u¢innost jednotlivych
meérenych latek vychytavat difenylpikrylhydrazylovy radikal. U kvercetinu byla tato
schopnost prokazana ve vétsi mife jiz pfi nizSich koncentracich, proto jsem se jeho
antioxidacni aktivitu rozhodla stanovovat u menSich koncentraci. Vlastnosti
neutralizovat radikal difenylpikrylhydrazil se u nizSich koncentraci projevily jen pfi

mnozstvi 0,5 pmol/l kvercetinu ve stanovovaném roztoku.

Méreni probihalo ve tfech sadach po tfech méfenich, tedy probéhlo dohromady

devét méreni, které byly zpriimérovany.

Stanoveni antioxidacni aktivity bylo mozné urc€it po inkubaci vzorku jiz vizualné. U
jamek o rlizné koncentraci kvercetinu byl nejvétsi barevny posun, ktery odpovidal
prechodu puvodniho fialového roztoku do svétle zlutého zbarveni. Rutin a
isokvercitrin si byly zbarvenim vzorkd velmi podobné. Taxifolin mél nejmensi posun

odpovidajici prechodu fialové barvy do barvy zluté.

Srovnanim vysledkl dosazenych pfi koncentraci 5 pmol/l je patrné, ze kvercetin,
isokvercitrin a rutin mély pfiblizné stejnou schopnost zhaset radikal DPPH. Pfi
koncentraci flavonoidd 5 pmol/l, u kvercetinu zreagovalo 54,66 % DPPH, u rutinu
52,36% DPPH a u isokvercitrinu 59,06% DPPH. O néco nizSi schopnost zhaset

radikal DPPH mél taxifolin, pfi koncentraci 5 ymol/l zreagovalo pouze 32,72% DPPH.
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odpovidajici testovani latek metodou DPPH.

V tabulkach 1- 4 jsou zaneseny vysledky méfeni kvercetinu a jeho derivatu

koncentrace| inhibice [%] smérodatnd
KVERCETIN [umol/1] pramér odchylka
0 0
0,1 0
0,2 0
0,5 6,71 6,951
1 12,97 2,11
2 18,47 2,207
5 54,66 1,868
10 81,2 0,491
Tab. 1 Vysledky méreni kvercetinu
koncentrace| inhibice [%] smérodatna
RUTIN [umol/1] pramér odchylka
0 0
1 9,09 3,716
2 24,56 10,672
5 52,36 4,504
10 80.17 0,575
20 80,75 0,409
50 80,73 0,136
100 81,05 0,452

Tab. 2 Vysledky méreni rutinu
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koncentrace | inhibice [%] | smérodatna
ISOKVERCITRIN [umol/1] pramér odchylka
0 0
1 8,48 3,935
2 24,96 8,803
5 59,06 6,911
10 79,81 0,385
20 81,07 2,017
50 80,28 1,489
100 82,05 0,4

Tab. 3 Vysledky méreni isokvercitrinu

koncentrace| inhibice [%] smérodatna
TAXIFOLIN [umol/I] pramér odchylka
0 0

1 10,62 3,828

2 19,82 4,472

5 32,72 6,043

10 68,59 2,71

20 82,2 0,539

50 82,14 0,485

100 81,98 0,956

Tab. 4 Vysledky méreni taxifolinu

3.2.2 Méfeni vlivu kvercetinu a jeho derivati na expresi genu Hmox1

Gen Hmox1 kdduje antioxidacni a cytoprotektivni enzym hemoxygenasa- 1.
Vliv latek na expresi genu Hmox1 byl studovan pomoci kvantitativni PCR analyzy. Po
inkubaci mysich makrofagovych bunék RAW264.7 s testovanymi latkami po dobu 6

hodin bylo zjisténo, ze kvercetin zvySuje expresi genu Hmox1. PFi koncentraci 50
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pmol/l kvercetin zvySil expresi genu Hmox1 4,3krat ve srovnani s kontrolou. Naproti

tomu glykosidy kvercetinu a taxifolin mély bezvyznamny vliv na expresi genu Hmox1.

Vysledky jsou primeérem ze tfi méfeni. (Tabulka 5)

hladina Hmox1 mRNA
koncentrace smérodatna
[pmol/l] [nésobky indukce] odchylka
kontrola 1,00 0,00
kvercetin 10 1,13 0,01
kvercetin 50 4,33 0,57
taxifolin 10 0,97 0,08
taxifolin 50 0,95 0,02
rutin 10 0,99 0,05
rutin 50 1,06 0,11
isokvercitrin 10 0,92 0,09
isokvercitrin 50 0,89 0,13

Tab. 5 Vysledky méfeni stanovovanych ldatek na tvorbu hemoxygenasy- 1
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4. ZAVER A DISKUZE

Tato prace se zabyvala antioxidacni aktivitou pfirodniho flavonolu kvercetinu a
jeho derivatu — taxifolinu (dihydrokvercetin) a dvou kvercetinovych glykosidu, rutinu
(kvercetin -3- rutinosid) a isokvercitrin (kvercetin -3- glukosid), coz jsou latky bézné

pritomné v nékterych potravinach rostlinného ptvodu. 2

Metoda zalozena na sledovani vychytavani radikalu DPPH ukazala, Ze kvercetin,
isokvercitrin a rutin maji srovnatelnou antiradikalovou aktivitu, zatimco aktivita
taxifolinu byla alespon pfi urcitych koncentracich nizsi. DGvodem muze byt absence
dvojné vazby mezi uhlikem 2 a 3 heterocyklického kruhu. Jednoducha vazba je velmi

malo reaktivni a muze byt pfi¢inou jeho nizSi antiradikalové schopnosti. 5

Je nutné zminit, Ze metoda zaloZena na vychytavani radikalu DPPH se provadi

v metanolu, coz je zcela jiné prostfedi nez vodné prostfedi bunky.

Antioxida¢ni vlastnosti studovanych latek mohou souviset nejen s chemickym

vychytavanim radikalu, ale i s ovlivnénim exprese antioxidacnich enzym.

V této praci byl studovan vliv flavonoid na expresi genu Hmox1, ktery kéduje
cytoprotektivni a antioxidacni enzym hemoxygenasu- 1. Hemoxygenasa- 1 je
inducibilni forma hemoxygenasy, ktera je zodpovédna za degradaci hemu a produkci

antioxidantu biliverdinu a protizanétlivého mediatoru CO. 14
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Vysledky ukazaly, ze ze studovanych latek pouze kvercetin zvySuje expresi genu
Hmox1. Tato schopnost kvercetinu souvisi s jeho schopnosti aktivovat transkripéni
faktor Nrf2, ktery reguluje expresi hemoxygenasy- 1 a dalSich cytoprotektivnich

enzymaq. 33

Glykosidy kvercetinu expresi genu Hmox1 neovlivnily, coz je v souladu s dfive

publikovanymi vysledky. 33

Lze tedy fici, ze kvercetinovy aglykon mize v bufice vykazovat vysSi antioxidacni
ucinky nez jeho glykosylované formy. Kdyby isokvercitrin a rutin byly v organismu
deglykosylovany, mohly by také ovlivnit tvorbu hemoxygenasy- 1. Stejné tak
deglykosylace isokvercitrinu a rutinu by mohla ovlivnit vychytavani DPPH a jinych
radikall, a to z toho divodu, ze cukerné slozky diky své polarité mohou zabranovat

vstupu kvercetinovych glykosidd do buriky.

Exprese genu Hmox1 nebyla ovlivnéna ani taxifolonem, jehoz nizSi biologicka
aktivita muze vyplyvat z jeho hydrofilnéjSiho charakteru a mens$iho vstupu do bunky

v porovnani s kvercetinem. 52

Z uvedenych vysledkl vyplyva, Zze studované latky maiji antiradikalovou aktivitu,
pri¢emz kvercetin jako jediny maze zvySit kapacitu enzymového antioxidacniho

systému bunky.
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