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Tato prace se zabyva srovnanim antiradikalové aktivity
Ctyf flavonoidu, kvercetinu, taxifolinu (dihydrokvercetin),
rutinu (kvercetin-3-O-rutinosid) a isokvercitrinu (kvercetin-
3-0O-glukosid). Byla porovhavana schopnost vychytavat
superoxidovy radikal produkovany v diferencovanych
bunkach HL-60 fagocytovou NADPH-oxidasou
aktivovanou forbolovym esterem. Buriky HL-60 diferencuiji
vlivem dimethylsulfoxidu na buriky podobné neutrofiliim,
coz je doprovazeno expresi NADPH-oxidasy. Jeji
funkénost byla ovéfena chemiluminiscenéni metodou.
Antiradikalova aktivita testovanych latek byla hodnocena
jako  schopnost potladit redukci cytochromu c
superoxidovym radikalem. Bylo zjisténo, Ze tato schopnost
je ovlivnéna jak koncentraci, tak fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi flavonoidu. PFi nizSi testované koncentraci byl
nejucinnéjSim vychytavatem superoxidového radikalu
taxifolin, méné ucinné byly glykosidy rutin a isokvercitrin a
nejméné ucinny byl kvercetin. Pfi vy8Si koncentraci byl
naopak nejucinné&jsi kvercetin. Pfipadna cytotoxicita latek
vuci diferencovanym bunkam HL-60 byla vylou¢ena na
zakladé analyzy bunétného cyklu (sub-G1 DNA) a
mitochondrialniho membranového potencialu pritokovou
cytometrii. Z provedené studie vyplyva, Ze testované
flavonoidy mohou pfi  netoxickych  koncentracich
vychytavat superoxidovy radikal produkovany

aktivovanymi neutrofily.
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CILE PRACE

1. Vypracovani pfehledu znamych informaci o biodostupnosti a biologickych
ucincich kvercetinu, taxifolinu (dihydrokvercetin) a dvou glykosidu kvercetinu, ;.
isokvercitrinu (kvercetin-3-O-glukosid) a rutinu (kvercetin-3-O-rutinosid).

2. Porovnani schopnosti kvercetinu, isokvercitrinu, rutinu a taxifolinu vychytavat

superoxidovy radikal produkovany pfi oxidativnhim vzplanuti diferencovanych
bunék HL-60.

3. Testovani cytotoxickych uc€inkd studovanych latek vuci diferencovanym burikam
HL-60.
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1 TEORETICKA CAST
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1.1 Reaktivni kyslikové formy

Reaktivni kyslikové formy (ROS) jsou zapojeny v fadé patologickych procesu
véetné zanétl, metabolickych poskozeni, bunéfného starnuti, aterosklerézy a
karcinogeneze (Zielinska et al., 2001). PoSkozeni vyvolava bunétné a jaderné
poruchy, které vedou k apoptotické buné&éné smrti (Choi et al., 2003). Oxidativni
poskozeni je tedy spojeno s rozvojem mnoha nemoci a pravé polyfenoly jsou znamy
svymi antioxidaénimi ucinky proti Sirokému spektru volnych radikald (Hapner et al.,
2010).

Antioxidacni latky, které mohou inhibovat tyto reaktivni kyslikové formy, mohou
také zabranit apoptdéze. Apoptdéza je morfologicky a biochemicky odlisna forma
buné&né smrti, na rozdil od nekrdzy, charakterizovana smrstovanim bunék bez
poskozeni bunéfné membrany, kondenzaci chromatinu v jadfe, nenahodnou
fragmentaci DNA a odstrafiovani nepotfebnych bunék v organismu (Choi et al., 2003).

Béhem fagocytozy profesionalni fagocyty naSeho vrozeného imunitniho
systému zvySuji svou spotifebu molekularniho kysliku prostfednictvim &innosti enzymu
NADPH-oxidasa, ktery produkuje superoxidovy anion O, (Dahigren & Karlsson, 1999).
Superoxid je tvofen redukci molekularniho kysliku prostfednictvim jednotlivych
elektront pochazejicich z NADPH, tvofeného pentosafostatovou drahou (Smith, 1994).

NADPH-oxidasa katalyzuje vznik superoxidu podle rovnice:
- +
NADPH + 20, —» 20, + NADP++ H

Spontanni dismutaci superoxidu je nasledné tvofen peroxid vodiku H,O, (Babior, 2004)

podle rovnice:

20, + 2H —— Oz + HO;

Superoxid a peroxid vodiku nejsou dostate¢né reaktivni pro baktericidni ucinky, aviak
jejich tvorba muze vést ke vzniku dalSich reaktivnich forem kysliku (ROS), které jsou
nejen silné antimikrobialni, ale zaroven také mohou zpUsobit destrukci okolni tkané a
vyvolat apoptdzu u jinych bunék imunitniho systému (Dahlgren & Karlsson, 1999). Mezi
tyto formy patfi napfiklad neradikalni oxidant kyselina chlorna HOCI (Sheppard et al.,
2005), ktera vznika oxidaci aniontd CI" pusobenim peroxidu vodiku, za katalytického

pusobeni enzymu myeloperoxidasa (Babior, 2004) nebo také vysoce reaktivni
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hydroxylovy radikal OH®, vznikajici Fentonovou reakci prostfednictvim peroxidu vodiku

za katalyzy prechodnym kovem (Fe** /Fe?") (Sheppard et al., 2005).

1.2 Neutrofily

Neutrofily jsou terminalné diferencované burky bohaté na cytoplasmatické
granule, které obsahuji rizné receptory, enzymové komponenty a antimikrobialni
proteiny. Dozravaji v kostni dfeni a jsou produkovany v poétu 10* bunék za den. Jejich
pocet se az 10 krat zvySuje pfi stresu a infekci (Smith, 1994).

Jsou nezbytnou soucasti vrozeného imunitniho systému (Sheppard et al., 2005),
hraji dulezitou roli v obranyschopnosti organismu proti rGznym druhim infekci, ale
paradoxné diky tomu zpuUsobuji destrukéni zmény okolni tkané. Ackoliv k destrukci
infekéni Castice dochazi v intracelularnim prostfedi, uvolnéni cytotoxického radikalu do

extracelularniho prostoru, mize zpUsobit poskozeni tkané (Obr. 1) (Smith, 1994).

- plasmaticka membrana
o, P

oxidasa (
N\

NADPH NADP +H"

Obr. 1: Produkce superoxidu NADPH-oxidasou neutrofilu pfi fagocytoze

cizorodych ¢astic (Pfevzato a upraveno podle Dahlgren & Karlsson, 1999).
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1.2.1 Fagocytova NADPH - oxidasa

NADPH-oxidasa je enzymovy komplex, ktery katalyzuje produkci superoxidu
z kysliku a NADPH. Je sloZen ze dvou membranové vazanych podjednotek (Babior,
2004) gp91P"* | p22P"* plus malého G-proteinu Rapl (Sheppard et al., 2005) a ffi
podjednotek p67°"%, p47”"™ a p40P"™* nachéazejicich se v cytosolu (Babior, 2004).
Zkratka phox znamena fagocytova oxidasa (Sheppard et al., 2005).

Tento komplex je souc€asti mikrobicidni ochrany vyuzivané lidskymi fagocyty
k eradikaci patogenl (Sheppard et al., 2005). Obsahuje redoxni centrum, cytochrom
bssg, které transportuje elektrony z cytosolarniho NADPH na extracelularni nebo
intrafagosomalni molekularni kyslik za vzniku superoxidu (Roos et al., 2003).

Produkce superoxidu je zavisla na translokaci podjednotek oxidasy p67°",
p47""* a p40P"* z cytosolu & specifickych granuli k plasmatické membrané a jejich
navazani na cytochrom bssg. Jako odpovéd na vnéjSi podnéty se oxidasa fagocytl
méni z neaktivniho stavu do aktivnhiho stavu a dochazi k tvorbé superoxidového
radikalu v procesu tzv. oxidativniho vzplanuti (Obr. 2) (Sheppard et al., 2005). Aktivace
oxidasy zahrnuje fosforylaci cytosolickych podjednotek (Babior, 2004).

20,

membrana

Obr. 2: Oxidativni vzplanuti (Pfevzato a upraveno podle Morena et al., 2002).
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1.3 Biologicky systém: buriky HL-60

Bunécéna linie HL-60 odvozena od pacienta s akutni promyelocytarni leukémii
poskytuje modelovy systém (in vitro) pro studium molekularnich a bunéénych aktivit
podilejicich se na diferenciaci a proliferaci normalnich a leukemickych bunék. (Collins
1987).

Hlavnim duvodem studia je diferenciace riznymi Cinidly do ¢&tyf typd bunék —
granulocyty, monocyty, makrofagy a eosinofily. Diferenciace na granulocyty probiha
nejCastgji pfidanim polarniho dimethylsulfoxidu (DMSO) nebo také kyseliny trans-
retinové (Obr. 3). VétSina bunék tak ziska funkéni, morfologické, enzymatické znaky a

vnéjSi membrana ziska antigenni charakteristiku zralych granulocytd. (Collins 1987).

a) b)

Obr. 3: Strukturni vzorce latek zpasobujicich diferenciaci neutrofila.

a) dimethylsulfoxid (DMSO), b) kyselina trans-retinova

Flavonoid kvercetin inhibuje rist bunééné linie HL-60. Bunécny cyklus téchto
bunék ovliviuje tak, ze ve vysSich koncentracich (20, 40, 60 uM) zvySuje pocet bunék
v G2/M fazi cyklu a naopak snizuje populaci bunék v GO/G1 fazi bunécného cyklu.
Nema vSak vliv na pocet bunék v S fazi ani po 24 hod jeho pusobeni na buriky. Jeho
efekt je zde reversibilni, po odstranéni kvercetinu z bunécné kultury se funkce bunék
obnovuji (Kang & Liang, 1997).

Antiproliferativni  aktivita kvercetinu je zprostfedkovana prostfednictvim
proteinkinasy C (PKC). Proteinkinasa C a tyrosin proteinkinasa (TPK ) hraji dulezitou
roli v bunééném ruastu, zejména v proliferaci nadorovych bunék. Kvercetin vyrazné
inhibuje aktivitu cytosolarni PKC a membranové TPK bunék HL-60. Jeho inhibiéni efekt

vlci nadorovym bunkam je také spojovan s poklesem aktivity fosfatidylinositol kinasy
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(P1) a fosfatidylinositol-4-fosfat kinasy (PIP). Pfi jeho vysSich koncentracich je tedy
produkce PI, PIP; a PIP;téméf potlacena (Kang & Liang, 1997).

1.4 Polyfenoly

Polyfenoly jsou jednou z nejpocCetnéjSich skupin rostlinnych sekundarnich
metabolitl, které jsou nedilnou soucasti potravy lidi a zvifat (Bravo, 1998). Jsou to
redukéni ¢inidla a spolu s dalSimi latkami jako jsou vitamin C, vitamin E a karotenoidy
chrani télesné tkané proti oxidativnimu poskozeni. Mohou zabranit rozvoji onemocnéni
spojenych s oxidativnim poskozenim jako je rakovina, zanéty, kardiovaskularni
onemocnéni a dalsi (Scalbert & Williamson, 2000). Jejich ucinky na organismus zavisi
na mnozstvi jejich konzumace a na biodostupnosti (Manach et al., 2004). Pravé
chemicka struktura polyfenolld ovliviuje jejich biologické vlastnosti, jako jsou
antioxidacni aktivita, biodostupnost, specifické interakce polyfenold s bunecnymi
receptory a enzymy atd. (Scalbert & Williamson, 2000).

Nékolik tisic slou€enin, které maji polyfenolickou strukturu se nachazi ve vyssich
rostinach a z toho nékolik set polyfenolickych sloucenin mizeme najit
v konzumovatelnych rostlinach. Jejich funkce je u vSech rostlin ddlezita hlavné
k ochrané proti UV zafeni a patogenum. Tyto slou¢eniny mizeme rozdélit do nékolika
skupin podle poctu fenolovych kruht a strukturnich prvkd spojujicich tyto kruhy, a to na

fenolické kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany (Manach et al., 2004).

1.4.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou polyfenolické slouCeniny (Murakami et al., 2008), patfici do
skupiny nizkomolekularnich latek (Aherne & O Brien, 2002), jejichZ zakladni kostrou je
difenylpropan Cs- C5-Cg (Murakami et al., 2008). Jsou slozeny ze tfi fenolickych kruht
A, B, C. Benzenovy kruh A je kondenzovan s Sestiuhlikovym kruhem C, ktery v pozici

C2 nese fenylbenzenovy kruh B, jako substituent (Aherne & O Brien, 2002).
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Jejich syntéza probiha zderivatd syntetizovanych zfenylalaninu (skrz
Sikimatovou drahu) a kyseliny octové. Prvnim krokem je syntéza fenylalaninu
z fosfoenolpyruvatu, fenylalanin je nasledné transformovan na kyselinu trans-
skoficovou, ktera je hydrolyzovana na kyselinu kumarovou (C-9). Ta pak kondenzuje
se tfemi C-2 jednotkami (malonyl CoA) a tim dochazi k formaci C-15 chalkonu.
Nasledné je kruh B uzavien a hydratace dodava hydroxylové skupiny jako je tomu
napfiklad u flavonoll. Zakladni skelet u flavonoidu tedy tvofi 4-oxo-flavonoidové jadro
(Obr. 4) (Aherne & O Brien, 2002).

Obr. 4: 4-oxo-flavonoidové jadro (Pfevzato a upraveno podle Aherne &
O Brien, 2002).

V pfirodé se vyskytuje vice nez 4000 druht flavonoidd, které jsou rozdéleny do
6 skupin — flavonoly, flavony, flavan-3-oly (katechiny), isoflavony, flavanony,
anthokyanidiny (Obr. 5) (Murakami et al., 2008)

Jsou to slouceniny rozdilné chemické struktury a vlastnosti. Vyskytuji se ve
v8ech rostlinnych produktech, jako jsou ovoce, zelenina, obiloviny, ofechy, ovocné
Stavy atd., jsou nedilnou soucasti lidské stravy (Manach et al., 2004).

Jejich schopnost vychytavat volné radikaly jesté doplnuje fakt, Ze mohou slouzit
také jako ochranné faktory proti riznym typdm onemocnéni (Gee et al., 1998).

Flavonoidy nejsou energetickymi slou€eninami a nejsou povazovany za
nezbytné pro organismus jako napfiklad vitaminy, ale jejich pfijem ma pozitivni vliv na

organismus (Depeint et al., 2002).
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Obr. 5: Chemicka struktura flavonoida (Pfevzato a upraveno podle Manach et al.,
2004).
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1.5 Vlastnosti kvercetinu a jeho derivatu

Kvercetin, dihydrokvercetin a jeho glykosylované derivaty rutin a isokverctirin
patfi do skupiny flavonold (Murakami et al., 2008).

Chemicka reaktivita flavonolu a jejich metabolicka pfeména je zodpovédna za
antikarcinogenni efekt téchto latek. Jejich protinadorové GcCinky jsou pfipisovany
riznym mechanismim, jako je vychytavani volnych radikald véetné antioxidaéni
aktivity, inhibice enzyma, které aktivuji karcinogeny, zména signalni transdukce a
interakce s receptory a dalSimi proteiny (Murakami et al., 2008).

Fyzikalni vlastnosti kvercetinu a pfibuznych flavonoll, jsou pfipisovany jeho
hydrofobni planarni struktufe. Planarita umozriuje konjugaci, elektronovou dislokaci a
zvyseni radikalni stability (Murakami et al., 2008).

Zatimco kvercetin je flavonolem v tucich rozpustnym, jeho redukovana forma
dihydrokvercetin, je ve vodé rozpustny. (Chen & Deuster, 2009) Rozpustnost flavonol(
ve vodé se zvySuje s rostoucim poctem vazanych cukernych skupin (Murakami et al.,
2008).

Kvercetin i od néj odvozené glykosidy vykonavaji antioxida¢ni a antiradikalovou
aktivitu. Mezi témito Casto uzivanymi terminy existuje znacny rozdil. Antiradikalova
aktivita je definovana jako schopnost latky reagovat s volnymi radikaly jednoduchou
reakci, zatimco antioxidac¢ni aktivita pfedstavuje schopnost inhibovat proces oxidace a
predstavuje vétSinou souhrn nékolika riznych reakci, jako napfiklad pfi peroxidaci
lipidd (Tirzitis & Bartosz, 2010).

1.5.1 Antiradikalova aktivita

Vychytavani volnych radikali prostfednictvim flavonoidd je vysoce zavislé na
nékolika faktorech. Antiradikalovou aktivitu flavonoidu vyrazné ovliviiuje jak poloha
hydroxylovych skupin, tak i jejich poCet. Za tuto aktivitu jsou z velké Casti zodpovédné
hydroxylové skupiny v poloze 3 a 4 na B kruhu, zvané také jako katecholové skupiny
(Murakami et al., 2008).

Dale je aktivita flavonoidl ovlivnéna pfitomnosti volné hydroxylové skupiny na
uhliku cislo 3 v C kruhu (Obr. 6). To znamena, ze blokaci této 3-OH skupiny u
glykosidil kvercetinu, i kdyZ hydroxylové skupiny v pozici 3, 4 v B kruhu z(istavaji
zachovany, se snizuje antioxidacni aktivita. Kromé& toho snizeni pocCtu hydroxylovych

skupin nebo odstranéni 3-OH skupiny ovliviiuje konformaci molekuly. Torzni uhel B
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kruhu totiz také silné ovliviuje schopnost likvidovat volné radikaly (Soobrattee et al.,
2005).

Diky pfitomnosti fenolickych hydroxylovych skupin ma kvercetin vlastnosti
donoru elektrontd (ma redukéni aktivitu). Tato vlastnost je zakladem antiradikalové
aktivity, ktera se projevuje vychytavanim volnych radikal( jako jsou superoxidovy anion
(O,*), perhydroxylovy radikal (HOQO®) a lipidové peroxylové radikaly (LOO*) (Murakami
et al., 2008).

Z OH
B
HO @) NN OH
c||
I ToOH
OH e
Kvercetin

Obr. 6: Polohy hydroxylovych skupin a dvojné vazby ovliviiujici
antioxidaéni a antiradikalovou aktivitu kvercetinu, jeho glykosidi a pfibuznych

flavonold.

Hlavnim faktorem kontroly ulohy katecholové skupiny v antioxidaéni aktivité je
stabilizace intramolekularni vodikové vazby fenoxylového radikalu tvofeného po
zneSkodnéni prvniho peroxylového radikalu (Obr. 7) (Pedrielli et al., 2001).

O-H o O\H
/llli![j = /Jlli![; /Jllii[:
> _—
H .
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R O-H R

Obr. 7: Stabilizace vodikové vazby fenoxylového radikalu (Pfevzato podle Pedrielli
et al., 2001).
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1.6 Biologické a biochemické ucinky flavonolt

1.6.1 Kvercetin

Kvercetin (3,3,4,5,7-pentahydroxylflavon) (Murakami et al., 2008) disponuje
celou fadou farmakologickych ugink(, jako je potlaceni bunécéné proliferace, ochrana
pred oxidaci LDL, prevence agregace krevnich desti¢ek a indukce i prevence apoptézy
(Chow et al., 2005).

Inhibuje Siroké spektrum proteinkinas prostfednictvim své schopnosti kompetice
s ATP o jeho vazebné misto na nukleotidu (Ruiz et al., 2007).

Kvercetin inhibuje cytokin TNF-a (tumor nekrotizujici faktor a), ktery hraje
vyznamnou roli v iniciaci a udrzovani signalni drahy NF-kB (Ruiz et al., 2007). NF-kB
je heterodimer sestavajici z proteinovych podjednotek p50 a p65 (RelA), ktery reguluje
expresi velkého mnozstvi zanétlivych gend. Vyskytuje se v cytoplasmé v inaktivni
formé ve spojeni s regulacnimi proteiny zvanymi inhibitory kB (IkB — a, B nebo ¢€). IkBa
je spojen s prechodnou aktivaci NF-kB. Pro aktivaci NF-kB je nutna fosforylace IkBa
prostfednictvim IkB kinasy (IKK), ktera sestava z nejméné tfi podjednotek IKKa, IKK],
IKKy (Tak & Firestein, 2001). Pravé aktivace NF-kB je povazovana za soucast
odpoveédi na stres, ktery je vyvolan celou fadou stimult zahrnujicich rustové faktory,
cytokiny jako jsou lymfokiny, chemokiny a interleukiny, UV zafeni atd. (Ruiz et al.,
2007)

TNF-a se vaze na TNF receptor 1 (TNFR1) a indukuje signalni drahu NF-kB
fosforylaci Rel A na Ser536 a IkBa na Ser32/34 (Ruiz et al., 2007). Fosforylovany IkBa
nasledné podléha ubikvitinilaci, a poté degradaci v proteasomu (Obr. 8) (Tak &
Firestein, 2001).

Genetické predispozice pro gastrointestinalni infekce a Spatné stravovaci
navyky vedou k rozvoji stfevnich zanétlivych onemocnéni, jako je Kronova choroba a
ulcerativni kolitida. V téchto pfipadech dochazi pravé ke zvy3ené aktivité
transkripcniho faktoru NF-kB ve stfevnim epitelu (Ruiz et al., 2007).

Dale muze kvercetin inhibovat interferon-inducibilni protein 10 (IP-10) a
makrofag-zanétlivy protein MIP-2, jejichz exprese je indukovana prostfednictvim TNF-a
(Ruiz et al., 2007).

Naopak taxifolin, ktery je produktem degradace kvercetinu stfevnimi bakteriemi
v travicim traktu, neinhibuje TNF-a indukujici expresi genu IP-10 a MIP-2, coz tedy

poukazuje na omezenou biologickou aktivitu stfevniho traktu (Ruiz et al., 2007).
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Obr. 8: Inhibiéni efekt kvercetinu (Pfevzato a upraveno podle Ruiz et al., 2007).

Kvercetin  zprostfedkovava svij protinadorovy a protizanétlivy efekt
prostfednictvim inhibice enzymu COX-2. (Nieman et al., 2007). Potlauje promotorovou
aktivitu COX-2 u bunék rakoviny tlustého stfeva. Inhibuje také tyrosinkinasu, ktera se
podili na expresi COX-2 a hraje kliovou roli v transformaci a proliferaci bunék (Mutoh
et al., 2000).

COX-2 je enzym patfi do skupiny COX (cyklooxygenasy). COX se vyskytuji
v organismu ve dvou isoformach - (COX-1) konstitutivni a (COX-2) inducibilni (Nieman
et al., 2007). COX-1 je konstitutivné uvolfiovana a podili se na udrzeni fyziologickych
funkci, jako jsou napfiklad cytoprotektivita a pritok krve. COX-2 naopak neni pfitomna
za normalnich fyziologickych podminek (Mutoh et al., 2000), ale je exprimovana pfi
zanétu, neurodegenerativnich onemocnénich a rakoviné (Soobrattee et al., 2000).
Katalyzuje oxidaci kyseliny arachidonové, coz vede k vytvoreni prostaglandint (Mutoh
et al., 2000).

Spole¢nym znakem kvercetinu spolu s dalSimi flavonoidy, které inhibuji COX-2,
je resorcinova skupina v jejich struktufe (Obr. 9), ktera je vyznamnym faktorem
ovliviiujicim inhibici COX-2 (Mutoh et al., 2000).
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Obr. 9: Resorcinova skupina kvercetinu zodpovidajici za inhibi¢ni efekt kvercetinu

vlci COX-2 (Pfevzato a upraveno podle Mutoh et al., 2000).

Kvercetin, flavonoidy a dalsi latky jsou schopny se vazat na transkripéni faktor
PPARy. PPARYy je jaderny receptor, ktery je spojovan s diferenciaci adipocytl a
bunéCnou kontrolou pfijmu tukd. Tvofi heterodimerni DNA-vazebny komplex
s receptorem kyseliny 9-cis retinové (RXR), slouzi jako transkripéni regulator genf
zapojeny do metabolismu adipocytU a je vysoce exprimovan pfi ateroskleréze (Nagy et
al., 1998). Aktivace PPARYy prostfednictvim flavonoll je zavisla na pfitomnosti dvojné
vazby mezi uhliky C2 a C3 a na pozici hydroxylové skupiny, C5 a C7 (Soobrattee et al.,
2000).

Kvercetin ochranuje buriky, jako jsou fibroblasty, kardiomyoblasty a epitelialni
buriky pfed apoptézou. Naopak u nadorovych bunék apoptézu indukuje, a to
prostfednictvim aktivace kaskady kaspas 3 a potlaéenim exprese 70 kD heat shock
proteind Hsp70 (Chow et al., 2005).

Transkripce Hsp70 je aktivovana prostfednictvim transkripéniho faktoru HSF1,
ktery je inhibovan pravé kvercetinem. Nadmérna exprese téchto proteinl je spojovana
s bunéCnou obranou proti termalnimu a oxidativnimu stresu. Hsp70 zabranuji
hromadéni nestabilnich proteini v burfice za stresovych podminek a nasledné
podporuji reaktivaci nebo degradaci poSkozenych makromolekul. Inhibi¢ni efekt
kvercetinu je opét zpUsoben dvojnou vazbou mezi uhliky C2 a C3. Taxifolin, u kterého
tato dvojna vazba chybi, inhibici exprese Hsp70 nezplsobuje. Proto je tato dvojna
vazba limitujicim faktorem flavonoll pro vykonavani inhibice Hsp70 (Budagova et al.,
2003).

Kvercetin aktivuje transkripéni faktor Nrf2, ktery hraje kliCovou roli v expresi
genl kodujicich enzymy |l. faze metabolismu xenobiotik a antioxidaéni enzymy. Mezi

tyto  enzymy patfi  NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa-1,  superoxiddismutasa,
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hemoxygenasa-1, glutathionperoxidasa nebo glutationtransferasa (Surh et al., 2008).
Aktivace je v8ak zavisla na pfitomnosti dvojné vazby mezi uhliky C2 a C3. Pokud
vazba neni pfitomna, flavonol nemuaze Nrf2 aktivovat, jako je tomu v pfipadé taxifolinu.
Déle substituce hydroxylové skupiny glykosidem hraje negativni roli, a proto ani
glykosidy kvercetinu jako jsou rutin a isokvercitrin nemohou aktivovat transkripéni
faktor Nrf2 (Chow et al., 2005).

1.6.2 Taxifolin

Taxifolin (dihydrokvercetin) se vyskytuje jako pfirodni slou€enina nebo muize
také vznikat z kvercetinu prostfednictvim jeho redukce stfevnimi bakteriemi (Vrba et
al., 2012).

Taxifolin vykazuje protizanétlivy efekt a chrani endotelialni burnky proti
oxidativnimu poSkozeni inhibici exprese intracelularnich adheznich molekul (ICAM-1 a
Mac-1), coz jsou dva receptory zapojené do adheze a transmigrace leukocytu
k endotelnim burikdm. Zaroven potlacuje expresi zanétlivych proteind (COX-2, iINOS) a
cytokind IL-18, TNF-a (Wang et al., 2006).

Ischemicka cévni mozkova pfihoda uzce souvisi s nadprodukci reaktivnich
kyslikovych forem, jako jsou superoxidovy anion a peroxid vodiku nebo dusikovych
forem, jako jsou oxid dusnaty a peroxynitril. Po nastupu ischemie, vede energeticky
deficit k poruSe iontové vymény a mitochondrialni dysfunkci. Tyto dva jevy pak funguji
jako aktivatory enzym produkujicich volné radikaly, jako jsou xantin oxidasa, NADPH-
oxidasa nebo NO synthasa (NOS), které zpUsobuji nadprodukci reaktivni kyslikatych a
dusikatych forem (ROS, RNS). ROS i RNS poskozuji tkan atakem DNA, peroxidaci
lipidil nebo nitrosylaci proteind bunéénych membran ¢&i organel. V poskozenych tkanich
je spusténa zanétliva kaskada vedouci k expresi COX, NOS, aktivaci komplementu
Cb5a, adheznich molekul (ICAM-1, Mac-1), infiltraci leukocytl a uvolnéni cytokina IL-1j3,
TNF-a atd., které amplifikuji zanétlivy proces (Wang et al., 2006).

Taxifolin také reguluje signalni drahu vedouci k aktivaci transkripéniho faktoru
NF-kB, ktery signalizuje expresi zanétlivych protein(. Snizuje expresi tohoto
transkrip&niho faktoru, ktery je aktivovan napf. pravé pfi cévni mozkové piihodé (Wang
et al., 2006).
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1.6.3 Glykosidy kvercetinu

Mezi nejCastéji se vyskytujici glykosidy kvercetinu patfi isokvercitrin (kvercetin-
3-0O-glukosid) a rutin (kvercetin-3-O-rutinosid). Metabolismus téchto derivatl kvercetinu
zahrnuje deglykosylaci, vznikly aglykon pak podléha glukuronidaci, metylaci nebo
sulfataci (Vrba et al., 2012).

Flavonol rutin, ale také kvercetin zpusobuji blokaci oxidace lipoprotein(
s nizkou hustotou (LDL) ovlivnénim JAK2/STAT3 signalni drahy a signalni transdukce
MAP kinas. LDL v cévnich sténach jsou oxidacné poSkozovany prostfednictvim
volnych radikall, coz zpusobuje aterosklerézu, ktera vyustuje v akumulaci lipidQ
v cévni sténé, nekrézu a proliferaci pojivové tkané zplsobené chronickym zanétem
(Choi et. al., 2009). Oxidaci LDL dochazi k vytvareni lipoperoxidacnich produktl, které
indukuji sekreci pro-zanétlivych cytokinu a ristovych faktord témér vSemi burikami cév
(Maziére et al., 2001).

Rutin inhibuje aktivaci c-Jun transkripéniho faktoru N-terminalni kinasy (JNKs),
¢imz je tedy blokovana aktivace oxidace LDL (Choi et al., 2009). JNK je protein kinasa
ze skupiny MAP kinas, ktera fosforyluje transkripéni aktivaéni doménu jako je c-Jun.
Fosforylaci tohoto transkripéniho faktoru se pak zvySuje jeji transkripni aktivita (Ip &
Davis, 1998). Blokuje také aktivaci p38 MAPK. V pfipadé JAK2/STATS3 signalni drahy,
aktivované cytokinem IL-6, ktery hraje dulezitou roli pfi spusténi akutni faze odpovédi
na poranéni i zanét, rutin blokuje fosforylaci transkripéniho faktoru STAT3 na Tyr
(Choi et al., 2009).

Rutin spolu s kvercetinem jsou znamy také svym vyuZitim jako ucinné slozky
nékterych léCiv slouzicich k [é€bé flebosklerézy (sklerézy cév) a kfehkosti cév. Bylo
zjisténo, ze ovliviuji kapilarni permeabilitu v pofadi rutin > kvercetin a zabrariu;ji
agregaci erytrocytl. Efekt téchto slouenin na kapilary je ovlivnén pravé pfitomnosti
volnych hydroxylovych skupin v pozici 3, 4 (Narayana et al., 2001).

Isokvercitrin a rutin, na rozdil od kvercetinu, nemaji v in vitro podminkach
vyznamny vliv na aktivitu aryluhlovodikového receptoru (AhR), cozZ je transkripni
faktor hrajici vyznamnou roli v regulaci exprese cytochromu P450 (CYPs) 1A1 a 1A2
(Vrba et. al., 2012). Isokvercitrin i rutin v§ak indukuji expresi CYP1A v potkanech, coz
znamena, Ze jejich biologicka aktivita se mize projevit teprve po jejich metabolizaci,

napf. po deglykosylaci a uvolnéni aglykonu kvercetinu (Kfizkova et al., 2009).
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1.7 Biodostupnost flavonoidu

Kvercetin je jednim z nejvice rozSifenych flavonoidl, obsazenych v ovoci a
zeleniné (Morand et al., 1998).

V zavislosti na stravovacich navycich nebo rdznych zemich, &ini denni davka
flavonoidu okolo 1-115 mg (Bravo, 1998). Jejich hlavnimi zdroji jsou €aj, vino, cibule,
jablka, bobuloviny, kapusta a brokolice (Tab. 1 a 2). Celkové tedy ovoce i zelenina
poskytuji vyznamna mnozstvi flavonoidl. Zemépisné rozdily také odpovidaji velké
diversité v typu pozivanych flavonoidd (Depeint et al., 2002). Prevladajicimi
potravinovymi zdroji flavonolG jsou cibule, ¢aj a jablka v Nizozemi, Dansku a USA,
zeleny &aj v Japonsku, &ervené vino v Itélii a Francii nebo salat v Recku (Aherne &
O Brien, 2002).

Flavonoly véetné kvercetinu se vyskytuji nejcastéji ve formé O-glykosidu, ve
kterych je nejméné jedna hydroxylova skupina nahrazena rlznymi typy sacharid.
Cukerna slozka je nejCastéji navazana v pozici 3 na C kruhu, jako je tomu u kvercitrinu,
isokvercitrinu a rutinu. (Murakami et al., 2008) Charakter glykosylace ovliviiuje
efektivitu absorpce kvercetinu. Jako cukerna slozka se nejCastéji vyskytuje glukosa, ale
také arabinosa, galaktosa, glukorhamnosa, rhamnosa a xylosa (Aherne & O Brien,
2002).

Distribuce v rostlinach zavisi na stupni osvétleni, protoze tvorba flavonoidu je
zavisla na dostupnosti svétla. Flavonoly se vyskytuji zejména v burikach listl a
vnéjSich ¢astech rostlinného téla jako je pokozka a kilra a jejich koncentrace se snizuje
smérem k centralni Casti. Pouze velmi malé procento se vyskytuje v podzemnich
gastech rostlinného té&la. Tuto vyraznou vyjimku predstavuje cibule (Aherne & O Brien,
2002).

Hlavnim a ddlezitym zdrojem glykosid kvercetinu je cibule. Charakteristickym
znakem cibule je to, ze kromé 3-glykosidu se v ni vyskytuje kvercetin, majici sacharid
substituovany v poloze 4, a to kvercetin-4-O-B-D-glykosid (Q4 G) a kvercetin-3,4-O-B-
D-diglykosid (Q3,4diG). Tyto glykosidy se nevyskytuji v Zadné jiné zelenin& ani ovoci
(Murakami et al., 2008).

Flavonoidy podléhaji rdznym substitucim jako je nejCastéji glykosylace,
konjugace a metylace a pravé charakter téchto substituci ovliviiuje hydrofilicitu
molekul, biologické vlastnosti a zvySuje molekulovou hmotnost flavonoidu. Glykosylace
zvySuje polaritu flavonoidd, ktera je nezbytna pro skladovani ve vakuolach rostlinnych
buné&k (Aherne & O Brien, 2002).
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Tab. 1: Obsah kvercetinu v ovoci a zeleniné (Pfevzato a upraveno podle Aherne &

O Brien, 2002).

ovoce, zelenina

mg/100g

Bez Cerny
Boravka
Brusinka
Brokolice
Cibule bila
RajCe Cervené
Rajce cherry
Rybiz bily
Rybiz ¢erny
Rybiz Cerveny
Hrozny bilé
Hrozny &ervené
Hruska

Jablko
Jahoda
Kapusta
Kvétak

Malina
Merurika
Porek

Salat hlavkovy
Svestka
TreSné

Visné

Zeli bilé

Zeli Cervené

10,5-24
10,5-16
149

3
28-49
0,5-1,1
4,1-7,4
0,3-2,8
3,7
1,3
1,2
1,5
0,3-1
2-7
0,8-1
11

0,1
0,5
2,5

2
0,2-3
0,9
1,5
2,3-8
0,1
0,19

Tab. 2: Obsah kvercetinu v napojich (Pfevzato a upraveno podle Aherne & O Brien,

2002).

napoj

mg/100ml

Jabledna Stava
Hroznova Stava
Grepfruitova stava
Citronova Stava
Pomerancova stava
RajCatova Stava
Cerny &aj

Zeleny Caj

Vino &ervené

0,25
0,44
0,49
0,74
0,34-0,57
1,3
1,7-2,5
1,4-2,3
0,4-1,6
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1.7.1 Absorpce kvercetinu a jeho glykosid

Kvercetin se vyskytuje v potravé prfedevsim ve formé B-glykosidu. Ve srovnani
s kvercetinem, jsou glykosidy absorbovany pomaleji, a to z toho divodu, Zze musi byt
nejprve deglykosylovany (Crespy et al., 2002).

Monoglykosidy kvercetinu jako je napriklad isokvercitrin a kvercetin-4-O-B-D-

glykosid jsou absorbovany v horni &asti zazivaciho traktu, a to v tenkém strevé.
Naopak rutin a jiné glykosidy obsahujici navazany disacharid nebo oligosacharid jsou
absorbovany v dolni ¢asti zaZivaciho traktu, tedy v tlustém stfevé.
Absorpci flavonolu pfedchazi vySe zmifiované odstranéni cukerné slozky (Terao et al.,
2008). Ta mlze byt hydrolyzovana stfevni mikroflorou nebo hydrolasami umistenymi
na kartacovém lemu tenkého stfeva napf. laktosa phlorizin hydrolysa, LPH (Sesink et
al., 2001). Cukerna slozka mulze byt také odstranéna hydrolytickym Sté€penim
glykosidické vazby prostiednictvim enzymu B-glukosidasy (Terao et al., 2008). Po
hydrolyze muze aglykon kvercetin difundovat pfes membranu do buriky (Sesink et al.,
2001) nebo mlze podléhat redukci na taxifolin prostfednictvim stfevnich bakterii (Ruiz
et al.,, 2007). Pfipadné mazou monoglykosylované flavonoly (pfevazné isokvercitrin)
projit do buriky v intaktni formé&, tedy jako neporusené glykosidy, a to prostfednictvim
Na*-dependentniho glukosového kotransportéru (SGLT-1). Uvniti enterocytd mohou
cytosolarni B-glukosidasy Stépit tento glykosid (Sesink et al.,, 2001). Jelikoz se
v lidském téle nenachazi enzymy a-rhmnosidasy, mohou byt rutinosidy $tépeny pouze
v tlustém stfevé (Obr. 10), které obsahuje 102 mikroorganismt/cm® a ma tudiz velky
katalyticky a hydrolyticky potencial. Mezi tyto mikroorganismy patfi napfiklad
Bacteroides distasonis (a-rhmnosidasy, B-glukosidasy), B. ovatus (B-glukosidasy),
Enterococcus casseliflavus, ktery preménuje cukernou slozku isokvercitrinu na
mravencan, acetat a laktat (Scalbert & Williamson, 2000).

Po deglykosylaci a absorpci, je aglykon ihned konjugovan pomoci enzym Il.
faze  metabolismu  xenobiotik jako jsou UDP  glukuronosyliransferasa,
fenolsulfotranferasa, katecholmetyltransferasa. Nasledné tyto metabolity prochazi bud
prfes MRP-2 protein, dostavaji se do krevniho fecisté a jsou distribuovany do riznych
organt (Murakami et al., 2008). Nékteré tyto metabolity jsou vazany na albumin a
transportovany do jater prostfednictvim portalni Zily (Aherne & O Brien, 2002), kde
podléhaji sekundarnimu metabolismu (Murakami et al., 2008).

Pokud jsou flavonoidy pfijimany pravidelng, dochazi k akumulaci jejich
metabolitll v celém organismu. Béhem zanétu jsou nasledné uvolnény z glukuronidové
formy prostfednictvim [B-glukuronidasy a podléhaji dekonjugaci na aglykon.

Konjugovany kvercetin se tedy vyskytuje v krevnim fecisti jako stabilni prekursor, ktery
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mulze konvertovat na aktivngjSi aglykon a vykonavat tak svou protektivni funkci
(Murakami et al., 2008).

rutin isokvercitin tenké sttfevo

@@ Glu @ j@
lukosidasa
% % —_ o (SGLT %BQ = %

Glu ereymy fazell
- konjugace
[

A

RCT A ’
% enterobalderie /i % -

tlusté stfevo

Obr. 10: Absorpce glykosidu kvercetinu - rutinu a isokvercitrinu (Pfevzato a
upraveno podle Terao et al., 2008).
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2 EXPERIMENTALNI CAST
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2.1 Material a chemikalie

2.1.1 Chemikalie

e zasobni roztok PBS (135 mmol.I* NaCl, 2,7 mmol.I* KCI, 9 mmol.I'* Na,HPO,,
1,5 mmol.I* K,HPO,, pH 7,4)

e zasobni roztok CaCl, (0,5 mol.I'*) a MgCl, (1 mol.I'")

o roztok PBS(+), ktery byl vzdy &erstvé pfipravovan z (PBS, pH 7,4; CaCl,
0,5 mmol.I'*, MgCl, 1 mmol.I'*, D-glukosa.H,O 30mmol.I"Y): 100 ml PBS(+) s
pridavkem 100 pl 0,5 mol.I'* CaCl,, 100 pl 1 mol.I* MgCl,, 0,5945 g D-
glukosa.H,O

e 2mM MCLA v DMSO

e 10 U/ pl SOD (superoxiddismutasa) v ddH,0: 0,334 mg SOD + 100 pl ddH,O

¢ dimethylsulfoxid (DMSO)

e 2-methyl-6-(4-methoxyfenyl)-3,7-dihydroimidazo[1,2-a]pyrazin-3-on hydrochlorid
(MCLA)

e 10 mmol.I'* fMLP (N-formyl-Met-Leu-Phe) v DMSO

e 1 mmol.I*fMLP v DMSO/PBS (1:9, v/v): 100ul 10 mmol.I* fMLP v DMSO + 900
ul PBS

e 1 mg/ml=1,621 mM PMA (12-O-myristoylforbol-13-acetat) v DMSO

e 25 mg/ml = 40,525 mmol.I* PMA v DMSO: 25 pl 1 mg/ml PMA + 975 yl DMSO

e trypanova modf

e 100 pl cytochrom c/PBS+

e Triton X-100 (0,1%)

¢ RNAsa A (20 pg/ml)

e propidium jodid (20 pg/ml)

e 96% ethanol

2.1.2 Biologicky material

o HL-60 - buriky lidské promyelocytarni leukémie — zakoupeny od firmy ECACC
(Velka Britanie)
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2.1.3 Studované latky

e Kvercetin (QUE) - C15H1007— zakoupen od firmy Sigma-Aldrich (USA)

. Rutin (RUT) - C7H30016— zakoupen od firmy Merck (Brazilie)

. Isokvercitrin (1Q) — C»1H,00;, — pfipraven v Mikrobiologickém ustavu AV CRvV
Praze.

. Taxifolin (TAX) — C45H1,0,— zakoupen od firmy Amagro (Ceska Republika)

VSechny tyto latky (Obr. 11) byly studovany ve ¢tyfech finalnich koncentracich 1,10,25

O OH
S OH

a 50 pmol.I*.

Rutin (RUT)
Isokvercitrin (1Q)

Obr. 11: Chemicka struktura testovanych slou¢enin

2.1.4 Pristrojové vybaveni

e Luminiscenéni spektrometr LS 50 B (Perkin-Elmer)

o Fotometr Sunrise Remote (Tecan)

e Pritokovy cytometr Cytomics FC 500 (Beckman Coulter)
e Termomixér Commfort (Eppendorf)

e Centrifuga
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e Mikroskop, Burkerova komurka
e Vahy, Analytické vahy

e Vortex

2.2 Metody

2.2.1 Kultivace a diferenciace bunék HL-60

Buniky HL-60 byly péstovany v médiu RPMI-1640 s pfidavkem penicilinu,
streptomycinu a fetalniho hovéziho séra. Bunky byly kultivovany v inkubatoru
nasyceném vodnimi parami pfi teploté¢ 37 °C, v atmosféfe 5 % CO, a jejich
koncentrace udrzovana v rozmezi 10*- 10° bunék/ml. Pfed zahajenim diferenciace byly
buriky odstfedény v centrifuze 3 min pfi 1300 rpm a pfeneseny do Cerstvého RPMI-
1640 média. Diferenciace byla iniciovana pfidanim 1,25% (v/v) DMSO a bunky byly
v inkubatoru kultivovany po dobu 5 dni.

Diferenciované buriky byly nabarveny trypanovou modfi a pocitany na Burkerové
komurce. K 10 pl suspenze bunék byla pfidana trypanova modf v objemu 90 ul. Ze
smési bylo odebrano 10 pl a naneseno na Burkerovu komurku. Buriky byly pocitany
pod mikroskopem a nasledné byla urena koncentrace zivych bunék na mililitr (b/ml).
Podle vypocitané koncentrace bunék bylo stanoveno mnozstvi PBS a PBS+, ve kterém
byly bunky resuspendovany. Nasledné byly 3 min odstfedény v centrifuze pfi 1300
rpm, promyty v PBS, znovu centrifugovany 3 min pfi 1300 rpm, resuspendovany
v PBS+ na koncentraci 1x10° buné&k/ml. Nakonec byly buriky uloZeny na led. Roztok
PBS+ byl pfipravovan pred kazdym méfenim cerstvy, a to pfidanim 0,5945g D-
glukosy.H,0, 100 pl 0,5 mol.I'* CaCl, a 100 ul 1 mol.I* MgCl, do 100 m| PBS.

Vztah pro stanoveni poc¢tu zivych bunék (x):
x = pocet bunék x 2 (fedéni) x 10 000 [b/ml]
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2.2.2 Meéreni oxidativniho vzplanuti metodou luminiscence

Pfi této metodé byly diferencované bunky HL-60 (dHL-60) vystaveny plsobeni
chemotaktického peptidu fMLP nebo forbolového esteru PMA, ¢imz doslo k aktivaci
NADPH-oxidasy. Vznikajici superoxidovy radikal byl detekovan pomoci
chemiluminiscenéni sondy MCLA. Sonda reaguje se superoxidovym radikalem a
nasledné dochazi k emisi svétla, jehoz intenzita je méfena.

Chemiluminiscence byla méfena na luminiscenénim spektrometru Perkin-Elmer,
pfi nastaveni excitacni vinové délky 350 nm a emisni vinové délky 0 nm. Soucasti
luminometru byl termostat, jehoZz teplota byla nastavena na 37 °C.

Cely experiment probihal tak, Ze do kfemenné kyvety (1 cm) bylo nepipetovano
1,784 ml PBS+, které bylo vyhfato na teplotu 37°C. Toto mnozstvi bylo stanoveno tak,
aby celkovy objem smési byl 2 ml. Nasledné bylo pfidano 0,2 ml bunék dHL-60 a 2 pl
SOD (100U/ml) jako pozitivni kontrola. Do kyvety bylo vioZzeno elektromagnetické
michadélko, kyveta byla vioZzena do termostatu luminometru a smés v kyveté se
ponechala inkubovat 5 minut. V &ase 00:04:30 bylo pfidano 4ul 2 mmol.I" MCLA v
DMSO, po 20 s probéhlo méfeni pozadi a po dalSich 10 s bylo zahajeno méfeni. Po 60
s od zahajeni méfeni bylo pfidano 10 pl 1 mmol.I* fMLP v DMSO/PBS. Intenzita
luminiscence byla méfena po dobu 300 s.

V pfipadé pouziti PMA, jako aktivatoru oxidativniho vzplanuti, bylo pouzito 5ul 1

mg.mlI* PMA v DMSO a intenzita luminiscence byla méfena po dobu 600 s.

2.2.3 Antiradikalova aktivita studovanych flavonoidu

Pfi tomto zpUsobu mérfeni byly opét pouzity diferenciované bunky HL-60.
Diferenciace probéhla vySe uvedenym zplsobem. Na 96-jamkovou desticku bylo
napipetovano 20 ul bunék dHL-60 a k bufikam bylo pfipipetovano 110 ul oxidovaného
cytochromu c (cyt ¢) v PBS+. PBS+ bylo pfipravovano opét Cerstvé stejnym zplsobem,
jako bylo popsano v pfedchozi metodé. Oxidovany cytochrom c, zde poslouzil jako
¢inidlo, které umoznuje meéfit pfitomnost O,. Roztok cytochromu c byl pfipraven
rozpusténim 1,2 mg pevného cyt ¢ v 1 ml PBS+. Nasledné bylo pfidano 20 pl 1000x
fedéného v DMSO nebo 20 ul 1000x fedéné studované latky v DMSO, tedy kvercetinu,
rutinu, isokvercitrinu nebo taxifolinu v koncentracich 1, 10, 25 a 50 mmol.I". Pro
kazdou koncentraci, kazdé z testovanych latek byly pouzity vzdy dvé jamky. Prvni dvé
jamky obsahovaly misto testované latky DMSO jako kontrolu (UT), dal§i &tyfi pary
jamek slouzily pro testované latky. Do jedné jamky byly napipetovany vySe uvedené
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reagencie, do druhé také, ale navic byly napipetovany 2 yl SOD. Desticka byla
nasledné viozena do termomixeru vyhfatého na 37 °C po dobu 3 min. Poté bylo do
kazdé jamky napipetovano 50 yl PMA a ihned po pfidani (A,; (0 min)) byla zméfena
absorbance pfi vinové délce 550 nm (Asso). Po zméfeni byla desti¢ka opét vlozena do
termomixéru na 5 min. pfi 1000 rpm. Po 5 minutach probéhlo druhé méfeni

absorbance pfi vinové délce 550 nm (A, (5 min)).

Inhibice cytochromu c [% ]byla podéitana dle nasledujicich vztahu:

DA, = A; (5 min) - A, (O min)

AAsop = Asop(5 min) - Asop(0 min)

y = AA,; - AAsop

UT =100 %

% UT =100 .y (UT)/ x (QUE, RUT, IQ, TAX)

Vypocitana % UT pak byla zanesena do grafu.

2.2.4 Analyza bunééného cyklu v HL-60 priitokovou cytometrii

Pfi analyze bunécného cyklu priatokovou cytometrii byly burky HL-60
centrifugovany po dobu 3 min pfi 1300 rpm a nasledné resuspendovany a nafedény
v 5 % sérovém mediu na koncentraci 0,5.10° bunék/ml . Poté byly buriky vysety na 6-
jamkovou desku a byly k nim pfidany testované latky. Do jedné jamky byly aplikovany 2
ml bunék (koncentrace 1.10° buné&k/ml), 2 ul DMSO nebo 2 pl testované latky v DMSO
o koncentraci 50 mmol.I'*. Do 6. jamky byl misto DMSO nebo testované latky aplikovan
5 pmol.I" sanguinarin (SA) jako pozitivni kontrola. Nasledné probé&hla inkubace bunék
s danymi latkami pfi teploté 37 °C po dobu 4 hod nebo 24 hod. Po inkubaci byly buriky
sesbirany zkumavek, centrifugovany 3 min pfi 900 rpm ve vykyvném rotoru a fixovany
v 70 % etanolu. Fixace probé&hla tak, Ze supernatant byl peclivé odstranén, pelet bunék
resuspendovan ve 100 ul chlazeného PBS a pfenesen do vychlazenych 1,5 ml
mikrozkumavek. K burikdm v PBS bylo napipetovano 233 pl 100 % ethanolu, aby jeho
vysledna koncentrace byla 70 %, a buriky byly uloZeny do -80 °C.

Pro analyzu buné&€ného cyklu byla DNA fixovanych bunék barvena propidium

jodidem. Fixované bunky byly nejprve odstfedény pfi 1710 rpm a teploté 4 °C a poté
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byl pelet resuspendovan v 1 ml barviciho roztoku, ktery byl pfipraven smichanim 9,6 ml
PBS, 10 pl Triton X-100, 0,2 ml 1 mg/ml RNAasy A a 0,2 ml 1 mg/ml propidium jodidu.

Bunky byly inkubovany 30 min v temnu a analyzovany prutokovou cytometrii.

2.2.5 Analyza mitochondrialniho membranového potencialu v bunkach
HL-60 prutokovou cytometrii

Buniky HL-60 byly vysety na 12-jamkovou desku s 1 ml sérového média.
K bunkam byl pfidan 1 yl DMSO nebo 1 pl testované latky v DMSO. Bunky byly
inkubovany s testovanymi latkami opét po dobu 4 hod a 24 hod a po inkubaci
centrifugovany v centrifuze 3 min pfi 110 g. Supernatant byl odsan, buriky byly
nesuspendovany v 1 ml média a inkubovany po dobu 20 min pfi 37°C s 1 pymol.I"*
ethylesteru tetramethylrhodaminu (TMRE). lhned po inkubaci byly buriky analyzovany
na prutokovém cytometru a bylo stanoveno procento bunék se snizenym

membranovym potencialem.
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2.3 Vysledky a diskuze

2.3.1 Diferenciace bunék HL-60

Experiment byl provadén s diferencovanymi bunkami HL-60 (dHL-60). Buriky
HL-60 byly diferencovany na buriky podobné neutrofilim pfidavkem 1,25% DMSO do
kultivaéniho média (Collins, 1978).

Diferenciaci pfitom doSlo ke zméné bunééného cyklu a expresi fagocytové
NADPH-oxidasy. HL-60 diferencované vlivem DMSO maji schopnost oxidativniho
vzplanuti, které Ize vyvolat pomoci chemotaktického peptidu fMLP nebo forbolového
esteru PMA (Vrba et al, 2004). Pfi oxidativnim vzplanuti doSlo k uvolnéni
superoxidového radikalu, ktery byl detekovan pomoci chemiluminiscenéni sondy
MCLA. MCLA je vysoce citlivé chemiluminiscenéni €inidlo pro detekci superoxidového
radikalu (Uehara et al., 1993).

U bufek dHL-60 vtomto experimentu bylo uspésné aktivovano oxidativni
vzplanuti, které bylo detekovano na zakladé intenzity luminiscence. Buriky pozitivné
reagovaly na stimuly fMLP a PMA, ¢imz byla potvrzena diferenciace bunék a funk&nost
jejich NADPH-oxidasy. Jako pozitivni kontrola pro vychytavani superoxidu poslouZil
enzym superoxidismutasa (SOD), ktera je soucasti pfirozeného antioxidaéniho
systému bunky (Surh et al., 2008). (Obr. 13)

Zména bunééného cyklu byla sledovana prostifednictvim pritokové cytometrie.
Bylo zjisténo, Zze po pusobeni DMSO po dobu 5 dnl se podil bunék HL-60 ve fazi
GO0/G1 zvysil z 31,5% na 83,8%, naopak ve fazi S se snizil z 55,1% na 9,2% a ve fazi
G2/M z 13,4% na 7,0% (Obr. 12)

Takto diferencované burky byly pak nasledné pouzity v dalSich experimentech,

tedy pro méfeni antiradikalové aktivity a cytotoxicity studovanych latek.
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Obr. 12: Profil bunééného cyklu nediferencovanych bunék HL-60 (nHL-60) a
bunék HL-60 diferencovanych po dobu 5 dnti viivem DMSO (dHL-60).
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Obr. 13: Prabéh oxidativniho vzplanuti diferencovanych bunék HL-60 (dHL-60)

aktivovaného pomoci forbolového esteru PMA a chemotaktického peptidu fMLP,
v obou pfipadech za souéasného pouziti superoxidismutasy (SOD) jako pozitivni
kontroly. Buiky HL-60, které exprimuji NADPH-oxidasu produkuji superoxidovy anion.

Aktivita a funk&nost NADPH-oxidasy se projevuje narustem intenzity luminiscence.
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2.3.2 Antiradikalova aktivita studovanych flavonoidu

Byla porovnavana schopnost testovanych latek vychytavat superoxidovy radikal
produkovany v procesu oxidativniho vzplanuti vyvolaného forbolovym esterem PMA
v biologickém systému — buriky HL-60.

Antiradikalova aktivita testovanych flavonoidl byla studovana jiz dfive v rlznych
chemickych systémech (Seyoum et al., 2006).

NADPH-oxidasa bunék HL-60 byla aktivovana prostfednictvim PMA, pfic¢emz
produkce superoxidu byla sledovana spektrofotometricky diky jeho schopnosti
redukovat oxidovany cytochrom c. Bylo sledovano, zdali pfidavek flavonoidd snizi
redukci cytochromu c v disledku vychytavani superoxidového radikalu. PFi pouziti PMA
jako iniciatoru oxidativniho vzplanuti vS8echny Ctyfi testované latky do urcité miry
redukci cytochromu c¢ potladily, pfiemz mira inhibice zavisela na koncentraci
studované latky. PFi koncentraci flavonoidt 1 pmol.I™" byl nejuginn&j$im inhibitorem
taxifolin, ktery snizil oxidativni vzplanuti na 72,11 %, o néco méné ucinné byly
glykosidy isokvercitrin a rutin nasledované kvercetinem. Naopak pfi vySSich
koncentracich 25 a 50 umol.I* byl kvercetin nejuginné&jsi (Obr. 14). Pfi koncentraci 50
umol.I" sniZil kvercetin oxidativni vzplanuti na 12,83 %, druhym neju&innéjsim byl
taxifolin (46,98 %) a poté az glykosidy kvercetinu — rutin (49,49 %) a isokverctrin (57,16
%).

Rozdilna aktivita latek pfi rdznych koncentracich by mohla souviset s jejich
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Taxifolin a glykosidy kvercetinu jsou hydrofilngjsi
nez samotny kvercetin a proto by mohly ve vodném prostfedi pfi nizké koncentraci Iépe
vychytavat superoxid. Vétsi ucCinek hydrofobnéjSiho kvercetinu pfi  vySSich
koncentracich muze byt vysvétlen tim, Ze mdze na rozdil od taxifolinu, rutinu a
isokvercitrinu pronikat snadnéji do buriky a ovliviiovat dal$i dé&je v burice, jako je
napfiklad aktivace NADPH-oxidasy (Moridani et al., 2002).
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Obr. 14: Oxidativni vzplanuti diferencovanych bunék HL-60 (dHL-60) vyvolané
forbolovym esterem PMA a jeho snizeni prostrednictvim testovanych latek
kvercetinu (QUE), rutinu (RUT), isokvercitrinu (1Q), taxifolinu (TAX). UT, kontrola.

2.3.3 Studium cytotoxicity studovanych latek v diferencovanych burnkach
HL-60

U studovanych flavonoidu kvercetinu, isokvercitrinu, rutinu a taxifolinu byla
hodnocena jejich mozna toxicita ve vy3Sich koncentracich prostfednictvim analyzy
buné&éného cyklu diferencovanych bunék HL-60 (dHL-60).

Tato mozna cytotoxicita byla studovana proto, aby bylo zjiSt€éno, zda
pozorované vychytavani superoxidu (snizeni redukce cytochromu c) testovanymi
latkami neni zplsobeno poSkozenim bunék, coz by se projevilo stejnym zpusobem.

Konkrétné bylo stanovovano mnozZstvi bunék, které maji sub-G1 DNA. U
neposkozenych bunék miazeme rozliSit tfi faze bunééného cyklu — GO/G1, S a G2/M.
Pokud jsou vS8ak bunky néjakym zplsobem poSkozeny, DNA v jadie se $tépi, jeji
obsah tedy klesa a pfi analyze pratokovou cytometrii se projevi jako sub-G1 DNA. Cim
vice je tedy bunék se sub-G1 DNA, tim vice je jich poSkozeno (Darzynkiewicz et al.,
1997).
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Pfi inkubaci diferencovanych bunék HL-60 s cytotoxickym alkaloidem
sanguinarinem (SA, 5 pmol.I'1) (Kaminskyy et al., 2008), slouzicim jako pozitivni
kontrola, bylo zjiSt&€no po 4 hod 6,7 % bunék se sub-G1 DNA a po 24 hod az 45,4 %
bunék se sub-G1 DNA. Testované latky kvercetin, rutin, isokvercitrin i taxifolin v3ak
nemély vyznamny vliv na fragmentaci DNA (sub-G1) ani pfi nejvysSi testované
koncentraci latek (50 pmol.I'l) (Tab. 3), kdy byly zjiStény pouze nepatrné zmény
v po¢tu bunék se sub-G1 DNA (Obr. 15). Je znamo, ze kvercetin je toxicky vuci
nediferencovanym bunkam HL-60 (Kang & Liang, 1997), avSak podle naSich vysledku
neposkozuje diferencované burnky HL-60, coz muze souviset s tim, Zze diferencované

buriky HL-60 jsou odoln&;jSi vi¢i mnoha cytotoxickym latkam (Solary et al., 1993).

Tab. 3: Procento bunék HL-60 obsahujici sub-G1 DNA analyzované prutokovou
cytometrii. Buriky byly vystaveny puasobeni nejvyssi koncentrace (50 pmol.I'l)
kvercetinu (QUE), rutinu (RUT), isokvercitrinu (IQ), taxifolinu (TAX) a 5 pmol.l'l
sanguinarinu (SA). UT, kontrola.

% bunék se sub-G1 DNA
4h 24h
uT 3,2 3,8
QUE 50 4,7 5,9
RUT 50 3,7 3,6
1Q 50 4,1 3,2
TAX 50 3,6 3,6
SAS5 6,7 45,4
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Obr. 15: Analyza bunék se sub-G1 DNA. Vliv testovanych latek na apoptotickou
fragmentaci DNA v burikach HL-60 diferencovanych po dobu 5 dni vlivem DMSO (dHL-
60). Buriky byly inkubovany 4 hod nebo 24 hod s kvercetinem (QUE), rutinem (RUT),
isokvercitrinem (IQ) a taxifolinem (TAX). Fragmentace DNA byla sledovana méfenim
buné&ného cyklu a vyjadiena jako polet bunék se snizenym obsahem DNA (sub-G1).
UT, kontrola.

Pro potvrzeni predchozich vysledkli, byla toxicita dale hodnocena
prostfednictvim analyzy mitochondrialniho membranového potencialu (MMP), nebot
pokles &i dokonce ztrata tohoto potencialu patfi mezi hlavni signalni znaky apoptozy
(Ly et al., 2003)

U testovanych flavonoidl se projevily jen nepatrné zmény mitochondrialniho
membranového potencialu a to i pfi nejvy$si koncentraci 50 pmol.I'* a inkubaci po dobu
4 hod i 24 hod. Jako pozitivni kontrola zde opét poslouzil cytotoxicky alkaloid
sanguinarin (5 ymol.I'*), ktery zplsobil snizeni mitochondrialniho potencialu u 80,5 %
bunék HL-60 po 4 hod a u 82,6 % bunék HL-60 po 24 hod (Tab. 4), (Obr. 16).
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Tab. 4: Procento bunék HL-60 s nizkym mitochondridlnim membranovym
potencidlem (MMP) analyzované pratokovou cytometrii. Buriky byly vystaveny
pusobeni nejvy$si koncentrace (50 pmol.l™) kvercetinu (QUE), rutinu (RUT),

isokvercitrinu (IQ), taxifolinu (TAX) a 5 ymol.I" sanguinarinu (SA). UT, kontrola.

% bunék s nizkym mitochondrialnim membranovym potencialem (MMP)
4h 24h
uT 18,4 22,2
QUE 50 13,6 26,7
RUT 50 19,9 25,4
IQ 50 21,3 24,7
TAX 50 18,5 25,3
SAS5 80,5 82,6
90,0 -
80,0 A
70,0 A
< 60,0 1
S
= 50,0 1 04 hod
E 400 .- m24 hod
<
N
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Obr. 16: Obsah bunék s nizkym mitochondrialnim membranovym potencialem
(MMP) Bunky HL-60 diferencované po dobu 5 dni pomoci DMSO (dHL-60) byly
vystaveny testovanym latkdm QUE, RUT, 1Q, TAX a cytotoxickému SA po dobu 4 hod

a 24 hod a byl hodnocen pokles mitochondrialniho membranového potencialu téchto
bunék. UT, kontrola.
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3 ZAVER

Cilem této prace bylo porovnat antiradikalovou aktivitu flavonolu kvercetinu s jeho
redukovanou formou taxifolinem a glykosylovanymi derivaty rutinem a isokvercitrinem.
Biologickym systémem, na kterém byl experiment provadén, byly buriky lidské
promyelocytarni leukemie (HL-60) diferencované po dobu 5 dnd vlivem
dimethylsulfoxidu na buniky podobné neutrofilim.

Experimentem bylo zjist€no, Ze vSechny c¢tyfi testované latky, kvercetin, rutin,
isokvercitrin i taxifolin, vychytavaji superoxidovy radikél tvofeny aktivovanou
fagocytovou NADPH-oxidasou, a tim mohou snizit poSkozeni bunék a tkani
cytotoxickymi reaktivnimi formami kysliku, které vznikaji za fyziologickych podminek ze
superoxidového radikalu. Antiradikalova aktivita jednotlivych testovanych latek zavisi
testované koncentraci (1 pmol.I') a pfi aktivaci NADPH-oxidasy forbolovym esterem
PMA byl nejuc¢innégjSim inhibitorem taxifolin, méné uc&inné byly glykosidy isokvercitrin a
rutin a nejméné udinny byl kvercetin. Pfi vy$Sich koncentracich (25 a 50 umol-I"') byl
kvercetin naopak nejucinnéjSi. Z vysledkll Ize tedy usoudit, Ze vSechny testované
flavonoidy maji antiradikalovou aktivitu.

Pfipadna cytotoxicita testovanych latek byla vylouc¢ena analyzou buné&ného cyklu
(sub-G1 DNA) a mitochondrialniho membranového potencialu (MMP) pratokovou
cytometrii. Bylo zjisténo, Ze latky nejsou pro diferencované bunky HL-60 cytotoxické

ani pFi nejvyssi testované koncentraci (50 umol.I™).
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

COX
DMSO
dHL-60

fMLP
HL-60
Hsp70

LDL
MCLA

MAPK
MMP
NADPH
NF-kB
PBS
Pl
PIP
PIP,
PKC
PMA
QUE
RNS
ROS
RUT
SOD
STATs
TAX
TNF-a
TNFR1
TPK
uT

cyklooxygenasa

dimethylsulfoxid

buriky liské promyleocytické leukémie
diferencované pomoci DMSO
N-formyl-Met-Leu-Phe

buriky lidské promyelocytické leukémie
70 kD-heat schock proteiny
isokvercitrin

lipoproteiny s nizkou hustotou
2-methyl-6-(4-methoxyfenyl)-3,7-
dihydroimidazo[1,2- a]pyrazin-3-on hydrochlorid
mitogen activated protein kinasa
mitochondrialni membranovy potencial
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
nuklearni transkripéni faktor kB
fyziologicky roztok upraveny fosfatem na pH 7,4
fosfatidylinositol
fostatidylinositol-4,5-bisfosfat
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat
proteinkinasa C
forbol-12-myristat-13-acetat

kvercetin

reaktivni dusikaté formy

reaktivni kyslikaté formy

rutin

superoxiddismutasa

signalni transduktory a aktivatory
taxifolin

tumor nekrotizujici faktor a
receptor pro TNF-a

tyrosin proteinkinasa

kontrola
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