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SOUHRN

Disertani prace se zabyva studiem elektrochemické oxidagbranych flavono-
lignan, jejich interakci s deoxyribonukleovymi kyselinaenproteiny a biotransformaci nov
piipravenych galloyl derivét kvercetinu a taxifolinu na lidskych hepatocytedByly
studovany antioxidai a prooxidani vlastnosti flavonolignahsilybinu, jeho methylovanych
derivati, 2,3-dehydrosilybinu a galkt silybinu. Z dalSich flavonoid kvercetin, rutin,
isokvercitrin a taxifolin. Oxidace polyfenobyla studovana pomoek situain situ cyklické
voltametrie, difereéni pulzni voltametrie a voltametrie s vkladanymvai@hlym nagtim na
elektrod z pyrolytického grafitu a skelného uhliku. Oxidgebiha vicekrokava je zavisla
na pH prosedi. Flavonolignany a jejich derivaty reaguji ne&lentni interakci
s deoxyribonukleovymi kyselinami (DNA) na rozdil majich reaktivnich komplek s ionty
piechodnych kot, které mohou poskozovat DNA tvorbou adukiebo sekundarni produkci
volnych radikah. V ptitomnosti volnych radikdél dochazi k oxidativnimu poSkozeni DNA
a k fragmentaci molekuly DNA. Fragmentace DNA byludovana pomoci gelové
elektroforézy a pro purifikaci poSkozené DNA bylgu¥ito magnetosepamich technik.
Ziskané vysledky ifinesly nové poznatky o reaktiwjt stabili€, antiradikalovych resp.
antioxida&nich a prooxidénich vlastnostech flavonaigd a charakteru jejich interakce s
biomakromolekulami. Flavonolignanyigobily jako antioxidanty nejen v roztoku, ale tgle
vazk®¥ na membrany erytroadyt Interakce mezi flavonolignany a erytrocyty bylkeoamana
pomociex situvoltametrie s vkladanym pravouhlym rg#m na elektrod z pyrolytickeého
grafitu. Na zaklad dosazenych vysledklze pedpokladat, Ze flavonolignany interaguji
s membranami erytroayt

Dalsi ¢ast diserténi prace je zagfena na identifikaci biotransforr@ich produki
flavonoidi 3-O-galloylkvercetinu a 7-galloyltaxifolinu na izolovanych lidskych
hepatocytech. Toxicita @-galloylkvercetinu a -galloyltaxifolinu byla nejprve asfena
na mysSich fibroblastech a lidskych hepatocytechmé&® hmotnostni spektrometrie bylo
Zjisténo, Ze 30-galloylkvercetin se metabolizujgipno na glukuronidy a methyl derivaty na
rozdil od 70O-galloyltaxifolinu, ktery se nize oxidovat na galloylkvercetin, nebosgt
na taxifolin a kyselinu gallovou s naslednou gldaidaci a/nebo sulfataci. Biotransformace
obou latek je doprovazenagenim esterové vazby btimymi enzymy. Vysledky poskytu;ji

v s

studiu farmakologického potencialu rogtipravenych polyfenolovych latek.



Klicova slova: flavonolignany, flavonoly, elektrochekRécanalyza, antioxidai aktivita,

DNA interakce, erytrocyty, biotransformace.



SUMMARY

This dissertation thesis focusesiorvitro studies of flavonoids, their interactions with
deoxyribonucleic acids (DNA) and proteins, and aralgsis of the biotransformation of
flavonoids by newly developed methods, especidibgteochemical and mass spectrometric
approaches.

First, the antioxidant and prooxidant propertiesflaionolignans (silybin and its
methyl-derivatives, 2,3-dehydrosilybin and silylgalloyl esters) and selected flavonols were
studied by voltammetric and electrophoretic methddse oxidation of the compounds is a
pH-dependent and multistep reaction, which was istudusing ex situin situ cyclic
voltammetry, differential pulse voltammetry and agu wave voltammetry at pyrolytic
graphite and glassy carbon electrodes. Flavonalig@aad their derivatives exhibit only weak
non-covalent interactions with DNA in contrast lvbnolignan/metal complexes that induce
DNA damage via the formation of adducts and gereraif free radicals. Magnetoseparation
technigues were used for the isolation and putibcaof DNA fragments and adducts. The
results presented here provide new evidence onrdhetivity, stability, antioxidant and
prooxidant properties of flavonoids and their dpito interact with DNA, proteins, lipids and
other biomacromolecular systems. Flavonolignanaaeintioxidants, not only in solution but
also after binding to erythrocyte membranes. Imtgwas between silymarin (or pure silybin)
and erythrocytes were examined by situ square wave voltammetry using a pyrolytic
graphite electrode. Based on these results, wargssat flavonolignans interact with the
membranes of erythrocytes where they could modti&teedox balance in erythrocytes.

The next part of this thesis is focused on idemtdythe biotransformation products of
the semisyntheticaly prepared flavonoid®-galloylquercetin and D-galloyltaxifolin using
isolated human hepatocytes. Prior to biotransfaonatnalysis, the cytotoxic effects of
flavonoids were examined using MTT assay in mouisellasts and human hepatocytes.
Using mass spectrometry analysis, it was found #@tgalloylquercetin is transformed
directly into glucuronides and methyl derivatives,contrast to 1-galloyltaxifolin, which
could be oxidized to galloylgercetin or deconjugaito taxifolin and gallic acid, followed
by glucuronidation or sulfation. The biotransforioatof both substances is accompanied by
the cleavage of ester linkages by cellular enzymhbs.results presented here provide a basic
overview of the biotransformation of flavonoid estand could be used in further studies on

the pharmacological potential of newly designed/plbénols.



Keywords: flavonolignans, flavonols, electrocherhiaaalysis, antioxidant capacity, DNA
interactions, erythrocytes, biotransformation.
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1. UVOD

Polyfenoly gedstavuji rozmanitou skupinurippdnich latek a jsouifiomny téndt
u vSech rostlin. Vzhledem k jejich zastoupeni vava zelenig se vyznamé podili také
na slozeni lidské stravy [1]. Spolu s alkaloidysaprenoidy jefadime mezi sekundarni
metabolity. Tyto latky zastavaji mnohéznych funkci, nize se jednat o latky prosmeé
(slouzi jako signalni molekuly, pigmenty, odorangbo ochrana proti vim, bakteriim aj.)
a/nebo degradai produkty metabolismu rostlin [2].

Rostlinné extrakty bohaté na polyfenoly jsou Sirogouzivany v tradni
a komplementarni medicginnag. silymarin (extrakt z ostropgse marianského) se pouziva
jako hepatoprotektivum [3]. Polyfenoly jsou v dniesiob: studovany pedevsim pro jejich
protektivni &inky na lidsky organismus. Potrava bohata na palyie mize sniZzovat riziko
vzniku kardiovaskularnich [4], nadorovych, neurabdgch [5] a jinych chronickych
onemocgni. Mnoho praci se zabyva studiem jejich protélwych, protinadorovych,
antibakterialnich, antimikrobialnich a antimutagiehnvlastnosti [6]. Zmi&né biologické
aktivity jsou odvozeny jedevsim od jejich antioxidaich, antiradikalovych a chel&tsch
acinka. Pri vychytavani volnych radikalpolyfenoly vznikaji fenoxylové radikaly, které za
urcitych podminek, v fitomnosti iond prechodnych kofr, chovaji prooxidéené, poskozuji
biomakromolekuly, DNA, proteiny a lipidy [7].

V disert&ni praci jsem se zatfila na studium elektrochemické oxidace, reaktivity,
stability, antioxidé@nich, resp. prooxidaich vlastnosti vybranych flavondid interakci
flavonolignari  silymarinového komplexu s membranami erytrécyda na identifikaci
biotransformanich produki now pripravenych derivdit kvercetinu a taxifolinu
na izolovanych lidskych hepatocytech.
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2. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

2.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti polyfendil

Polyfenoly maji ve své strukitel alespé dw¢ aromaticka jadra substituovana alespo
dvéma hydroxylovymi skupinami [8]. Fyzikalni a chemécklastnosti polyfendl jsou Uzce
spojeny s jejich reaktivitou a biologickymiciaky. Hydroxylové skupiny polyfenél jsou
ve vodném progedi ionizovany a maji vlastnosti slabych kyselisow dobrym donorem
vodiku a mohou vytu@t inter- a intramolekularni vodikoveé vazby, ktewysuji teplotu tani a
snizuji rozpustnost polyfeninl Mohou tvdit stabilni radikaly. Hydroxylové skupiny jsou
schopné vytviet koordingni vazbu s ionty kav. Mezi dalSi chemické vlastnosti pat
cis-trans isomerie u jednoduchych fenylpropanbida jejich derivai. Biosyntézou
polyfenolovych latek vznikajirans izomery, které jsou dalecinkem UV z&eni gemenény
na cis formu [9]. Zatimco izomerie vyraZnneovliviiuje fyzikaln-chemické vlastnosti
polyfenoli, neékteré specifické interakce s higmymi receptory jsou na izomerii zavislé.
Napiklad izomer silybinu B interaguje s estrogenovymeceptory na rozdil od izomeru A
[10].

Polyfenoly jsou obvykle pevné latky. Zluté zbarvéiaivonoidi, ¢ervené nebo modré
anthokyanii je zpisobeno fitomnosti konjugovanych systémMezi jejich dalSi dlezité
vlastnosti pai rozpustnost, ktera je zavisla na strit&tuS rozpustnosti souvisi schopnost
interagovat s buignymi membranami. Obeé&rplati, Ze prosednictvim volné difize mohou
vstupovat do butk snadsji hydrofobni slodeniny nez latky hydrofilni nap glykosidy.
Nicmére buiky disponuji dalSimi aktivnimi transportnimi mectsmy usnadujicimi vstup

fenolovych latek [9].

2.2 Zakladni rozdleni polyfenohi

Polyfenoly tvdi jednu z nejpdetrgjSich a Siroce distribuovanych skupitirpdnich
latek. V sodasné dob je znamo vice nez 8000 fenolovych struktur, zhidbylo
identifikovano vice nez 4000 flavonaidi8, 11]. Rozmanitost a Siroka distribuce polyfénel
rostlinach vede kiznym zmgisobim déleni #chto girozere se vyskytujicich latek. Polyfenoly
mohou byt klasifikovany podle rostliny, ze kteréhybyzolovany, biologické funkce a
chemické struktury. Polyfenoly v rostlinach jsoudbwe forme glykosidi nebo polymair [8].
U O-glykosidi se sacharidovéast vaze fedevsim na hydroxylovou skupinu v pozici 3 nebo
7, zatimco uC-glykosidi se jedna o pozici na uhliku C6 nebo C8 [12]. MegjbszrgjSi
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cukerné jednotky p#t L-rhamnosa, D-glukosa, glukorhamnosa, galaktosionarabinosa
[13]. Pro zjednoduSeni je nasledujici klasifikaadyfenoli uspdadana podle chemickych

struktur aglykod (obr. 1).

fenolove latky

polyfenoly jednoduché fenoly

v y N v W

taniny flavonoidy stilbeny kumariny fenolovékyseliny| | lignany

= flavony

= flavonoly
= flavanony
= flavan-3-oly v A 4
= anthokyany hydroxybenzoova || hydmoxyskoficova
= isoflavony

= dihydroxyflavonoly
= chalkony

» hydrolyzovatelné
» kondenzované

Obrazek 1.D¢leni fenolovych latek na zaklagejich struktury (upraveno podle [11]).

s

tvoii flavanovy skelet (2-fenyl-benzgpyran), ktery se skldda z 15 atbmuhliku,
uspdadanych doif kruhi (C6-C3-C6), ozngenych A-C-B (obr. 2) [12, 14]. Jednotlivé
flavonoidy se [iSi vuspédani hydroxylovych a methoxylovych skupin, typem

glykosidického zbytku a typem propojenim mezi kmh& a B [8].

Obrazek 2.zakladni skelet flavonoid(prevzato z [12, 13]).

Na zaklad rozdilné struktury mohou byt flavonoidy razeny do Sesti ifd: flavony,
flavonoly, flavanony, flavan-3-oly, anthokyaniding isoflavony. [Bleni je zaloZeno
piedevSim na ifitomnosti (nebo néftomnosti) oxo skupiny v poloze C4 na kruhu C, dale
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na dvojné vazb mezi uhlikovymi atomy C2 a C3 na kruhu C, a na rbyglovych
substitucich kruhu B (tab.1).

Tabulka 1. Klasifikace flavonoid na zaklad jejich struktury (upraveno podle [8]).

tiida flavonoida hlavni struktura slouéeniny hydroxylova substituce *

flavony

O o O luteonin 5,7,3,4-0OH

| krysin 5,7 —OH

kaempferol

flavonol o O kvercetin 3,5,7,3,4 -OH
y O I 3,5,7,4 -0
OH

o naringenin 5,7,4 -OH
flavanony ® taxifolin 3,5,7,3, 4 -OH
flavan-3-ol o O (+)-katechin 3,5,7,3,4-OH

y O (-)-epikatechin | 3, 5, 7, 3", 4"-OH
OH
- - O apigenidin 5,7, 4-OH
anthokyanidiny O = kSa%idin 3.5,7,3,4-OH

F

O
<ol O | genistein 5,7,4 -OH
isoflavony o '

o O daidzein 7,4 -OH

* pro ¢islovani viz obr. 2
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2.3 Biosyntéza fenolovych latek

Stavebni jednotky polyfendljsou odvozeny ze dvou hlavnich metabolickych cest,
Sikimatové a acetat-malonatové drahy (obr. 3). foiplasty rostlinnych butk premenuji
oxid uhli¢ity na glyceraldehyd-3-fosfat, ktery je dale tramsiovan nebo akumulovan ve
formé zasobnich cukr jako je sachar6za a Skrob. Ty jsou podletrgimt vyuzity
pii glykolyze (na hlavni produkty: glyceraldehyd-3sfat, fosfoenolpyruvat a pyruvat) nebo
v pentozafosfatové draze (na hlavni produkty: eogh-4-fosfat a glyceraldehyd-3-
fosféat) [15].

fotosyntéza
(Calvinuv cyklus)

T

glykolyza pentozafosfitova draha
glyceraldehyd-3-fosfat

erythrosa-4-fosfat

tosfoenolpyruvat

\ . glyceraldehyd-3-fosfat
pyruvé

\

acetat-malonatova

draha sikimatova driaha
acetyl-CoA
V Sikimét
malonyl-CoA
/,_—
fenylpropanoid .
florotaniny, %{egylall)anin y hydrelyzlm—’atelne
terpeny tarny
kyselina skoficova
v
p-kumarova kyselina
flavonoidy, prkumaryl-CoA
kondenzovang \L
taniny, stilbeny
kumariny, fenolové
lignany kyseliny

Obrazek 3. Schéma biosyntézy fenolovych latek (upravend18¢).
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Centralni tlohu v biosyntézéqvazné ¥tSiny fenolovych latek ma fenylpropanoidova
draha. Fenylpropanoidy jsou odvozeny od fenylalaniktery vznika Sikimatovou cestou, kdy
vznika kyselina skidcova pisobenim fenylalaninamoniaklyasy [16]. Dale dochagiemene
kyseliny skdgicové na p-kumarovou fjsobenim 4-monooxygenasy kyseliny 8k&ove,
nasleds kyselina kavova, methylaci kyselina ferulova & jegthylaci kyselina sinapova [9].

Flavonoidy jsou pak synthetizovany z kumaryl-CoA maalonyl-CoA. Reakci
katalyzuje chalkonsyntasa. Produkt reakce je tgthaixychalkon, ktery je
chalkonisomerasou eménén na naringenin (flavanon). Naringenin je hydroxyo
flavanon-3-hydroxylasou za vzniku dihydrokaempfer@ihydroflavanol). Dihydroflavanoly
jsou pgemenény flavonolsyntasou na flavonoly (kaempferol, kwdnc a myricetin).
Hydroxylace kruhu B kaempferolu, naringeninu a epigu je katalyzovana flavonoid-3’-
hydroxylasou. Kikovym metabolitem, z &hoz vznikaji anthokyanidiny, je dihydroflavonol
(nag. dihydrokaempferol-4-reduktasa je enzymiemgnujici dihydrokaempferol na
leukopelargonidin).  Specifické  glykosyltransferasya  acyltransferasy ipnenuji
anthokyanidiny na anthokyaniny. 2-hydroxyisoflavonyznikaji oxidaci flavanoin

katalyzovanou cytochromem P-450 a nastegodléhaji dehydrataci za vzniku isoflavon

[9].

2.4 Biologicka aktivita polyfenoki

Polyfenoly vykazuji Siroké spektrum biologickychtigk, protizargtliivou [17, 18],
antibakterialni [13], antiviralni [13, 17], hepatogektivni [13]¢i protinAdorovou [19, 20].
Jejich ochranny dinek, nap. resveratrolu, se uplaije také u Bkterych neurologickych
onemockni [21]. Maji kardioprotektivni a antidiabetickyg. katechiny [22], anthokyaniny
[23]) potencial. Zmisné biologické aktivity jsou ff@devsim dany jejich antioxiiaimi a
antiradikalovymi @inky, chelaténi aktivitou a jejich specifickou vazbou na Btné
receptory. Bu&iné kultury setasto pouzivaji ke studiwiinki polyfenoli a poskytuji mnohé
dulezité vysledky. Nicméh pii interpretaci se musi zohlednit nasledujici aspelk¥i
kultivaénich podminkadch mohou byt itky vystaveny stavu hypoxie. Oxidativni stref§za
raiznymi zpisoby ovliviiovat jejich vlastnosti nap proliferaci. PouZivana kulti¢ai média
jsou casto deficitni na antioxidanty,igdevSim na tokoferol a askorbat, cofizen veést
k neadekvatni interpretaci antioxtéa kapacity polyfendi. Také je popsano, Ze polyfenoly

ve vysokych koncentracich nejsou stabilni v kulthien médiu. MiZze dojit k jejich oxidaci,
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kdy vznikaji reaktivni oxidéni produkty (chinony, semichinony,.6,). FaleSg pozitivni

vysledky mohou byt monitorovany niajpii testovani genotoxicitin vitro [24].

2.4.1 Antioxidagni aktivita polyfenola

Antioxidacni resp. antiradikalova aktivita zavisi na usmtani jednotlivych funinich
skupin na zakladnim flavanovém féd Krom¢ konfigurace, dalSich substituci a celkového
poctu hydroxylovych skupin ovlikuje antioxid&ni aktivitu také pitomnost, pozice, struktura
a celkovy poet cukernych zbyik [13]. Aglykony se povaZuji zacinngjSi antioxidanty nez
jejich glykosidy [25]. ZvySuijici se stupepolymerizace zvySujecinnost prokyanidin vici
raiznym radikalovym formam, n&pprokyanidinové heptamery a hexamery jséiniejSimi

vychytavai superoxidového aniontu nez monomery [26].

Mechanismus antioxidaich &inku flavonoidi zahrnuje:
1. inhibici enzymi regulujicich tvorbu reaktivnich forem kysliku (RPSnag.
xantinoxidasa, cyklooxygenasy 1,2 a lipoxygenasy,
2. schopnost vazat volné ionty kiogFe’*, Cuf),
3. zvySenou expresi gérantioxid&nich enzyn,
4. primé vychytavani ROS.

Vychytavani ROS
V poslednich letech se intenzivistuduje vychytavani volnych radiképolyfenoly.
Vychytavani volnych radikél je spojeno se schopnosti polyfangoskytovat radikdim
elektron a proton (obr. 4).
@)

H o o)
R® RH R* RH
OH \ : i OH 2 1 o]
Fl FI FI

Obrazek 4. Schémavychytavani volnych radikal (R*) fenolovymi latkami za vzniku
fenoxylového radikalu (FI-Q. Fenoxylovy radikal dale podléha reakci za vzndkinoidni

struktury (gevzato z [13, 14]).
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Jsou navrhovangtyti raizné mechanismy, kdyitz nich probihaji HAT mechanismem
(prenos atomu vodiku) paralélrse SET (penos elektronu) [14, 27-29] &vrty vychazi
z teorie vzniku komplexu [30]. Mezi hlavni struktiirysy flavonoid potebné pro tinné
vychytavani ROS prosgdnictvim HAT mechanismu ga{7, 14]:

» ortho-dihydroxy (katecholova) skupina na kruhu B,
» konjugovana dvojna vazba mezi 2. a 3. uhlikem astxpinou na kruhu C,

» hydroxylové skupiny na uhliku C3 a C5.

Podle gedeslych kritérii jsou flavonoly,fpdevSim kvercetin a myricetitiazeny mezi

acinné vychytavée radikah ve vodném progedi [31].

Schopnost vazat ionty kdv

Pri posuzovani celkové antioxitiai kapacity polyfendi hraje dilezitou roli také
jejich chelatace ioiit prechodnych kof. Ty mohou katalyzovat rozklad peroxidu vodiku na
hydroxylovy radikal (Fentonova reakce):
H,O, + FE* — OH + OHe + F&"
Schopnost polyfenaltvorit komplexy s ionty kow zavisi na jejich strukie, vazebna mista
(katecholova skupina na kruhu B, hydroxylova skapima uhliku C3 v konjugaci s oxo
skupinou na kruhu C, hydroxylova skupina na 5.kuhii konjugaci s oxo skupinou na kruhu
C) jsou ukazany na obr. 5.

HO---M

\
OH
g
OH

| /
HO O--M
N 7

M

Obrazek 5. Mozna vazebna mista idnowvi [13].

2.4.2 Flavonoidy jako prooxidanty

Polyfenoly jsou studovanyiredevSim pro svou antioxitiai kapacitu. Ta je diky jejich
nizké biologické dostupnosti jen ojedi@ popisovana v podminkach vivo [32], na rozdil
od prooxid&nich vlastnosti &hto latek, které jsou praspodobr zodpowdné

za cytotoxicitu a proapoptotickycimek. V gitomnosti volnych radikél miZze dochazet
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k poSkozeni deoxyribonukleovych kyselin (DNA), miofi a lipidi. Je znamo, Ze stejné
strukturni znaky, které zvySuji antioxiftd kapacitu, hraji u flavonolignérklicovou roli gi
navozeni oxidého stresu a poSkozeni biomakromolekul [7].

lonty kowi jsou v organismu vazany rnapna proteiny (slozky hemoprotdina
kofaktori enzymi, véetrg téch, které jsou sashsti antioxid&ni ochrany naip katalasa
obsahujici Zelezo, ceruloplasminédha superoxiddismutasaédi a zinek) a nejsou tedy
schopny se zapojovat do radikalovych reakéipBskozeni tkani napreaktivnimi formami
kysliku/dusiku (ROS/RNS) nebdipsniZzeni pH (fagocytéza, zé&nischémie) mze dojit k
jejich uvolreni. Flavonolignany jsou schopny vazat ionty kovyto komplexy se za gitych
podminek stavaji toxickymi pro organismus a mohog8kpzovat DNA, proteiny a lipidy.
Navic v g@itomnosti kysliku nebo peroxidu vodiku dochazi d&bé reaktivnich

hydroxylovych radikal, které ogt mohou poskozovat biomakromolekuly (obr. 6) [7].

DNA + Fl+Cu?*

DNA - Fl - Cu?*
poskozeni
DNA - FI* - Cut —— > biomakromolekul
0, ‘0, 2H tvorbou adukt(

poskozeni
biomakromolekul

.027 H 202 .OH HO_ 02 H , , ,
sekundarni produkci

DNA - FI* - Cu?* "0, volnych radikalu

Obrazek 6. Schéma prooxidamiho pisobeni flavonoid v pritomnosti néd’natych kationt;

Fl: flavonoid, M: kov, FI*: oxidovan& forma flavorai (upraveno dle [33]).

Bylo zjiSttno, Ze se zvysSujici se koncentraci flavodolkdrercetinu, naringeninu,
hesperetinu a morinu roste oxidativni poskozeni DNgitomnosti F&7H,0, [34]. Také se
uvadi, Ze latky s jednou neboé&dva hydroxylovymi skupinami vykazuji nizSi prooxéta
aktivitu nez latky s vysSim gtem hydroxylovych skupin [35, 36]. Dvojna vazba im2za 3.

uhlikem a oxoskupina na 4. uhliku mohou zvySovairdu ROS v fitomnosti C@*
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a kysliku [7]. Glykosylace a methylace hydroxylokyskupin sniZuje prooxidai vlastnosti
flavonoidi [35].

Pti vychytavani ROS flavonoidy vznikaji reaktivni fixtylové radikaly s dobou Zivota
kolem 200us [37]. Pro svoji reaktivitu jsou nasletloxidovany na stabikjSi chinony, a ty
jsou stabilizovany konjugaci s nukleofily jako jeitgthion [38], cystein [39] nebo nukleové
kyseliny [40, 41]. Fenoxylové radikaly odvozené agggeninu, naringeninu a naringinu jsou
schopny rychle oxidovat NADH, coz vede ke zvySengifipmu kysliku a nasledné tvatb
superoxidu [42]. Jinym mechanismem prooxXiao pisobeni je interakce fenoxylového
radikalu s kyslikem vifitomnosti vysoké koncentrace idnprechodnych kol za tvorby
chinoni a superoxidu [43]. Fenoxylové radikaly mohou takaikat za ukitych podminek
autooxidaci, coz vede #&pk tvorke superoxidu a naslednému poskozeni biomakromolekul
[44].

2.4.3 Molekularni interakce polyfenoii
2.4.3.1 Interakce s enzymy

Fenolové latky interaguji s proteiny hydrofobnim nbenovym jadrem nebo
hydrofilnimi hydroxylovymi skupinami. Za titych podminek se chovaji jako inhibitory
enzymi. Tato interakce byva casto nespecificka, nap u tanimi a dalSich
polyhydroxylovanych fenolovych latek. Specifickéakee probihaji f piimé interakci
polyfenoli s aktivnim mistem enzymu [45].

Polyfenoly [46] a jejich oxidéni produkty [47] inhibuji aktivitu xantinoxidasy,
enzymu katalyzujici fgménu xantinu na kyselinu ndovou, ¥ kterém vznik& superoxidovy
radikal. Na druhé stra&rpasobenim peroxidas (napnyeloperoxidasa v neutrofilech) vznikaji
fenoxylové radikaly, které mohou indukovat peroxidiépidt nebo oxidaci glutathionu [7].
Bylo zjisttno, ze flavonoidy inhibuji expresi inducibilni NQ@Qrdasy, cyklooxygenasy-2
a 5-lipooxygenasy [48, 49], které jsou zodgaeé za produkci oxidu dusnatého, uwoin
kyseliny arachidonoveé, prostanajdleukotrieri a dalSich mediatér zarétu, jako jsou
cytokiny a chemokiny. Flavonoidy mohou inhibovak jaytosolické, tak membranove
tyrosinkinasy, které majiizné funkce jako je enzymova aktivita, transpdadspmembranu,
jsou zapojeny do signalnich dratizeni bugéného cyklu a diferenciace b&k Inhibice
tyrosinkinasy tedy vede kregulaci nekontrolovatelproliferaci [50, 51]. Polyfenolové
sloweniny maji také schopnost indukovat apoptozu ugnah bugk. Mista jejich @inku
jsou ttizna, mohou nap aktivovat kaspasy 3 a 9, sniZzovat expresi gBol2 a zvySovat

expresi gefi Bax a Bak [52]. Kron¢ téchto (&inka, maji polyfenoly idalSi vyznamné

10
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inhibi¢ni &inky, nag. polyfenoly bobulovitych plodl ovliviuji klicové enzymy jako je
lipasa,a-amylasa a-glukosidasa podilejici se na traveni lipalsacharidl [45].

2.4.3.2 Interakce s buénymi receptory

Podobr jak fenolové sloteniny interaguji s enzymy, mohou interagovat
s burg¢nymi receptory, coz vede kjejim fuftikm zménam. Fenolové latky (isoflavony,
kumestany a lignany) a jejich metabolity maji saihmgi se vazat na estrogenovy receptor
[53]. U mladych jediné mohou tyto fytoestrogenyipobit negativa na vyvoj. U dos@ych
jedinai je vSak stéle vicefgjme, Ze fytoestrogeny mohotgwbit profylakné proti nadoém,
nag. rakovirg prsu [54].
NejpravdpodobrjSi se jevi hypotéza podle Bowersona, ktera tvieéitransresveratrol
ve WtSing pripadi pasobi agonisticky nfi-estrogenovy receptor a antagonisticky ona
estrogenovy receptor. Jak jiz bylo popsano vySayofiolignan silybin B interaguje
s estrogenovym receptorem narozdil od jeho izomfer{L0]. F¥i interakci resveratrolu
s estrogenovymi receptory higmych linii karcinomu prsu dochazi k modulaci
tumorsupresorovych gén nag. BRCA1l Fenolové latky izolované zDalbergia
cochinchinensismohou navic fisobit také jako antiandrogeny [55]. Kréninterakce
polyfenoli s estrogenovymi receptorygkieré flavonoidy interaguji s adenosinovymi [56]
nebo benzodiazepinovymi receptory [57]. Lignariggbi jako antagonisté faktoru aktivujici
destéky (PAF) [58], isoflavonoidy (genistein), flavongid(naringenin a kaempferol)
interaguji s buéénymi transportéry jako je P-glykoprotein, zé&kladbilkovina Iékové

rezistence (multidrug resistance-associated profg$).

2.4.3.3 Interakce s lipidy

Interakce polyfendi s lipidovou membranou mohou zpi@stkovat jejich biologickou
aktivitu. Rozpustnost polyfenblv lipidech je také kritickym faktorem jejich biajacké
dostupnosti a v neposledrdc hraji dilezitou roli v ochrat burgk pied peroxidaci lipidl.
Mechanismus, kterym polyfenolygkonavaji hydrofobni bariéru b&imych membran, jest
neni zcela objagn. Je znamo, Ze aglykony jsou ve ¥gdn omezeé# rozpustné a mohou
spontang pirechazet fes fosfolipidovou dvojvrstvu membrany [60].

Absorpci a biologické dostupnosti j€novan znany zajem [61-63]. Na buiné linii
Caco-2 byl zkouman bgdny piijem a transport nap kvercetinu [62], isoflavoln [64]
a katechia [65]. Protektivni dinky flavonoidi kvercetinu, myricetinu, luteolinu

a (-)epigallokatechin gallatu byly testovany n#&ewhi burcné linii Caco-2, kdy produkt

11
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peroxidace lipid, malondialdehyd, byl sledovan po inkubaciiitgmnosti HO, a FeSQ
[66]. Aglykony se jevi @inngjSimi inhibitory peroxidace lipil nez jejich odpovidajici
glykosidy [67]. Bylo prokazano, ze flavonoidy (fise kvercetin, chrystin, morin) jsou

schopny chranit lipidy busgné membranygervenych krvinek proti peroxidaci [68].

2.4.3.4 Interakce s DNA

Jak bylo popsano vySe, polyfenoly jsotirgzert se vyskytujici antioxidanty, které
za ugitych podminek disponuji prooxidaimi vlastnostmi vedouci k degradaci DNA
v pritomnosti/nefitomnosti kovovych iorit [33, 69]. Bylo prokdzano, Ze polyfenoly spolu
s ionty grechodnych kotr a DNA tvai ternarni komplexy. Kometovou analyzou byl studova
prooxidani efekt komplex polyfenol-Cu na izolovanych lidskych lymfocytedbegradace
lymfocytarni DNA byla zastavena neokuproininem, cifiegkym ¢inidlem vézajicim Cl
ionty [33]. Protektivni dinky flavonoidi myricetinu, kvercetinu a rutinuiti DNA byly
studovany na bunych kulturach Caco-2 a HepG2 po expozigiOk [70]. Polyfenoly
inhibuji sawi topoisomerasy | a Il, enzymy chranici strukturtNA béhem replikace,

transkripce a rekombinace [71-74] a DNA methyltfaresyin vitro [75].

2.4.41In vivo studie
2.4.4.1 Biologick& dostupnost a metabolismus polyfeli

In vivo U¢inky polyfenoli jsou zavislé na jejichipmenach v travicim traktu. Absorpce
a metabolismus fenolovych latek jsowemy jejich chemickou strukturou, zavislou na stupni
glykosylace/acylace, skeletu, konjugaci s jinymndievymi latkami, velikosti molekuly,
stupni polymerace a rozpustnosti [1]. Biologick&tdpnost je velmi nizk4d. Obvykle mgn
nez 1% konzumovanych flavondidstupuje do krevniheciste [76].

Polyfenoly jsou absorbovany vtenkém a tlustéiewst kde zpravidla podl€haji
chemickym pemenédm vlivem stevni mikrofléry. Minimalni absorpceipodnich fenolovych
latek v dutiré astni byla prokdzana u stilbefir7, 78]. Slinné enzymy se mohou také podilet
na hydrolyze glykosidickych polyfeniol Mezi stevni enzymy dastnici se deglykosylace
polyfenoli paki predevSim laktasa (LPH) a cytosolickaglukosidasa. K neenzymatickému
rozkladu glykosid Zalud€énimi ¥avami nebo prchodu volnych glykosidl pies stevni
kart&ovy lem dochazi jen velmi omezenZin vivo studii vyplyva, Ze flavonoidy jsou
relativré stabilni v gastrickém prastdi [79]. Fenolové latky, které nebyly absorbovany
tenkém gtew, jsou dale metabolizovany bakteriemi v tlusténtewst kde krong

deglykosylace dochazi k rozkladu polyfeihala jednotlivé strukturni jednotky. Po absorpci
12
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jsou fenolové latky enzymaticky metabolizovany drjetlivych tk&nich. Kroré ¢ast&né
tvorby konjugéal s kyselinou glukuronovou veistni sliznici, probihaji konjugai reakce

(glukuronidace, sulfatace a methylace) v jatre€}.[8

2.4.4.2 Biologické& aktivita na experimentélnich zwatech

Studie na zvatech a lidech jsou zatifeny gedevSim na monitorovani biomarker
oxidatniho posSkozeni v plazin (F2-isoprostany) a ngo (8-hydroxy-2"-deoxyguanosin),
celkové sérové antioxidai kapacity, stanoveni aktivity antioxigtdch enzyni. Vysledky
studii jsou nejednoziiaé [24].

Hepatoprotektivni €inky flavonoidi byly studovany u potkdna mysi po podani
hepatotoxinu tetrachlormethanu indukujicim oxidaitistres a s nim spojené oxidativni
poSkozeni biomakromolekul a biimou smrt. Bylo zji&tno, Ze polyfenoly jsou schopny
chranit jaterni biiky pied oxidativhim poSkozenim a udrzet hladinu intraléehich enzyr
jako je alaninaminotransferasa a aspartatamindeaasa [81, 82]. Hepatoprotektivnéigky
byly dale zkoumany ndpu potkari s nealkoholickou steatohepatitidou po podani &iira
silymarinu [83]. Ri intraperitonealnim podavani rutinu a kverceti®® (mg/kg) potkaim
doSlo ke snizeni akutni i chronické formy &&n[84]. Protizastlivé Ucinky kvercitrinu byly
pozorovany na potkanim modelu sieghim zagtem [85]. Kvercetin a apigenin inhibujist
melanomu a ovliuji metastaze u mysi [20]. Flavonoidy kvercetinerkg@ferol a myricetin
byly popsany jako d&inné inhibitory agregace krevnich désk u ps a opic [86].
Neuroprotektivni @inky kurkuminu byly popsany na zakkadeho schopnosti inhibovat

neurotoxicitu homocysteinu a s nim spojenou pemritipida u potkari [87].

2.4.4.3 Biologicka aktivita na lidech

Rada studii ukazala inverzni vztah mezi rizikem kankoronarnich onemoéni a
konzumaci stravy bohaté na polyfenoly. Intetrérnstudie ukézala [88], Ze polyfenoly jsou
schopny inhibovat oxidaci LDL a agregaci krevniabstitek, coz se povazuje za ddvy
mechanismus Vv rozvoji aterosklerézy. Mezi protakitivcinky polyfenoli v pripact
kardiovaskularnich onemoémi fadime antioxidéni, antiagregéni a protizantlivé efekty,
dale schopnost zvySovat hladinu HDL a podporovatoaialni funkci [89]. Schopnost
polyfenoli ovliviiovat krevni tlak u Zenn(= 218) ve ¥ku nad 70 let byla ukdzana ve studii
[89]. Intervergni studie po tydenni konzumaci (165 g/demrstvych bobuli zimolezu
modrého ukazala signifikantnzvySenou hladinu fenolovych kyselin v thoa marketi

oxidativniho stresu glutationperoxidasy, katale®d][ Po Sestisicnim podavani silymarinu
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v kombinaci se selenem doslo k signifikantnimu enizlvou parameairmetabolismu lipid
(LDL, celkového cholesterolu), které maji vztahakaovine prostaty u mu& po radikélni
prostatektomii [91].

Absorpce, metabolismus a eliminace jednotlivychlyfemoli se znan¢ lisi.
V pievazné wtSiné Klinickych studii se ktestovani vyuZivaji ndpomebo potraviny
obsahujici s@s polyfenoli. VSechny tyto aspekty by dly prijit v Gvahu @i navrhovani

experimentu i fi interpretaci pozorovanychtiinka.

2.5 Experimentalni metody ve vyzkumu polyfenai

Pro studium interakci polyfenbls biomakromolekulami (proteiny, DNA a lipidy) se
vyuziva Siroké spektrum analytickych metod, inapterakce polyfendl s albuminem byla
zkoumana gelovou perm@d chromatografii [92], metodou cirkularniho dicisrau [93],
fluorescekni spektroskopii [94-96], infe@rvenou spektroskopii s Fourierovou transformaci
[97], SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézf®8]. Interakci polyfenal s DNA lze
sledovat EPR spektroskopii [99], hmotnostni spekétoii [100], spektrofotometricky [101],
fluorescewni spektroskopii [102] a kometovou analyzou [10% studium interakce lipid
s polyfenoly byly pouzity metody fluorescam spektroskopie [104, 105], EPR [106]
a infraervena spektroskopie [107]. Pro identifikaci metdboflavonoidi se nejast;i
pouziva vysokotinna kapalinova chromatografie [108-110] nebo pl#ia@hromatografie
[109, 111, 112] ve spojeni s hmotnostni spektraié, 108-110].

Elektrochemické metody jsou pouzivané pro studintarakci polyfenal s proteiny
a DNA, ale také pro studium jejich reaktivity, a thlediska jejich antioxidaich
a prooxidénich vlastnosti, stability, oxidaich mechanisin nebo kinetickych paraméitr
biochemickych reakci. Elektrochemické metody paupito analyzu flavonoidpii pH 7 jsou
shrnuty v tabulce 2. Vyhodou elektrochemickych rdej@ minimalni spdtba vzork (pfi
vyuziti adsorpni prenosové techniky), relatigmizké naklady a jedna se o pane rychlé a

citlivé metody.
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Tabulka 2. Elektrochemické stanoveni flavonéide vodném progedi pufé pH 7 (GCE:

elektroda ze skelného uhliku, CPE: uhlikovd pasteigktroda, Pencil GE: pentilkova

grafitovd elektroda, PGE:

uhlikova elektroda z pgirokého grafitu;

CV: cyklicka

voltametrie, SWV: voltametrie s vkladanym pravouhyagtim, DPV: diferedni pulzni

voltametrie).

flavonoid elektrolyt elektroda metoda zdroj
GCE cv [113]
(-)epigalokatechin fosfatovy pufr CPE
modifikovana | DPV [114]
CPE
GCE cv [113][115]
. . ., | fosfatovy pufr CPE
-)epigalokatechin gallat . .
(-Jepig 9 Britton-Robinsomiv pufr [~ o5k ovana | DPV [116]
CPE
. . fosfatovy pulfr,
(-)epikatechin Britton-Robinsorv puft GCE cVv [113, 115, 117, 118]
(-)epikatechin gallat fosfatovy pufr GCE CcVv [113]
fisetin acetatovy pufr GCE Ccv [119]
(+)galokatechin fosfatovy pufr pencil GE DPV [120]
(+)galokatechin gallat fosfatovy pufr pencil GE DPV | [120]
isorhamnetin Britton-Robinsdn pufr GCE CVv [115, 117]
isosilybin fosfatovy pufr PGE SWV [121]
kaempferol Britton-Robinsoriv pufr GCE__ — cv [115, 117]
P fosfatovy pufr ggdlflkovana [122, 123]
Ccv [113, 115, 117, 124-130]
GCE DPV [126, 131]
SWv [126, 128, 129]
modifikovana
Ccv 125, 127, 130
katechin fosfatovy pufr GCE [ ]
Britton-Robinsofiv pufr ) DPV
pencil GE [120]
Ccv
CPE
modifikovana | DPV [114, 116]
CPE
cv
katechin gallat fosfatovy pufr pencil GE DRV [120]
[115, 117, 124, 126-128
GCE oy 132-142]
gg‘gf'ko"a”a [127, 132, 135, 138, 143
fosfatovy pulfr,
kvercetin Britton-Robinsorv pufr, | SCE_ — awy [126, 128, 139, 144]
acetatovy pufr modifikovana
GCE [145]
GCE DPV [126, 139, 146]
CPE DPV [116]
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modifikovana | DPV
CPE oV [116, 147] [142]
fosfatovy pufr, modifikovana
kvercetin Britton-Robinsoiiv  pufr, CE Ccv [122, 123]
acetatovy pufr -
pencil GE CVv
[120]
DPV
Ccv
3-O-galloylkvercetin fosfatovy pufr GCE SWV [146]
DPV
GCE [148]
CPE [149]
morin fosfatovy pufr modifikovana | cv
CPE [149]
modifikovana
CE [122]
) Ccv
pencil GE [120]
S DPV
mvricetin fosfatovy pufr
y Britton-Robinsoriv pufr | GCE [115, 117]
modifikovana | CV
CE [122]
bini fosfatovy puf GCE cv [150]
robinin osfatovy pufr
WP DPV
[124] [115, 126-128, 135
GCE cv 140, 142]
modifikovana
GCE [127, 135, 143]
GCE [126, 128, 144]
, fosfatovy pufr modifikovana | SWV
rutin Britton-Robinsoiiv pufr | GCE [145]
GCE DPV [126, 131]
CPE DPV [116]
modifikovana | DPV [116, 142]
CPE cV [142]
Ccv [133, 134, 151]
GCE
. fosfatovy pufr, DPV [146]
silybin . .
Britton-Robinsofiv pufr cVv [146, 152]
PGE
SWv [152, 153]
silybin galaktosid
silybin glukosid o
—— - fosfatovy pufr GCE cvVv [151]
silybin laktosid
silybin maltosid
Ccv
3-O-galloylsilybin fosfatovy pufr GCE SWV [146]
DPV
_— L, PGE [121]
2,3-dehydrosilybin fosfatovy pufr Ccv
GCE [134]
taxifolin fosfatovy pulfr, GCE Ccv [115, 117, 13348]3
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Britton-Robinsofiv pufr

modifikovana
GCE

[135]
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3. CILE DISERTA CNi PRACE

Cilem disertani prace bylo doplnit poznatky v oblasti antiradidkégch resp.
antioxida&nich a prooxidénich vlastnosti flavonolignd@n a jejich konjugat s kyselinou
gallovou a déle studovat biotransformaci dvou éng¥ipravenych derivdt kvercetinu a

taxifolinu na izolovanych lidskych hepatocytech.

Konkrétni cile:
1. Ex situain situ elektrochemicka analyza flavonoligriapomoci uhlikovych elektrod:
a) oxidace a adsatpé/desorgni chovani flavonolignai
b) antioxid&ni a chelaténi vlastnosti flavonolignah
c) interakce flavonolignans DNA a proteiny,
d) vliv substituce galldtem na oxidaci silybinuvgekcetinu, antioxidéni a prooxidani

vlastnosti.

2. Elektrochemickd analyza interakci flavonoligharsilymarinového komplexu
s membranami erytrooyta HPLC-MS analyza metabadaii3-O-galloylkvercetinu a 7-
O-galloyltaxifolinu:

a) interakce flavonolignainsilymarinového komplexu s membranami erytracyt
b) metabolickd studie @-galloylkvercetinu a 7-galloyltaxifolinu na lidskych

hepatocytech.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a chemikalie
4.1.1 Buré¢né modely

Lidské hepatocyty byly izolovany z jater multiorgénych daré Fakultni nemocnice
Olomouc [154, 155]. VeSkera prace byla prasréas povolenim Etické komise FNOL a LF
UP v Olomouci a v souladuc¢gskou legislativouMysi fibroblasty Balb/c 3T3 (klon A31)
byly zakoupeny (The European Collection of CelltGrds, Velka Britanie)Erytrocyty byly
ziskany od zdravych dobrovolriikile metodiky [156].

4.1.2 Chemikalie

Flavonoidy: silybin (srés diastereomérA a B v g@iblizném pongru 1:1) a silymarin
byly poskytnuty Dr. Cvakem z firmy TEVA, Divize TAROpava,Ceské republika), taxifolin
(AMARGO, C2Z), 2,3-dehydrosilybin, 2®-methylsilybin, 70-methylsilybin, 30O-
galloylkvercetin, 70©-galloyltaxifolin, 7-O-galloylsilybin, 3-O-galloylsilybin byly ziskany od
prof. Kiena z Mikrobiologického Ustavu ASR. Kvercetin, kyselina gallova a methylester
kyseliny gallové byly zakoupeny u firmy Sigma-Alchi (USA).

Dvouvlaknova DNA z teleciho brzliku a jednovlaknoiZdNA byly zakoupeny od
Sigma-Aldrich (USA), oligonukleotidy (CCGCGCGCCACGEGGGGGACCTCGGGGCC)
od firmy VBC Biotech (Rakousko).

L-arginin, disodnd @ kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), 1,1stifyl-2-
pikrylhydrazyl (DPPH), dimethylsulfoxid (DMSO), dedylsulfat sodny (SDS), N-(2-
hydroxyethyl)piperazin-N‘'-2-ethansulfonova kyselinddEPES), teleci sérovy albumin
(BSA), dihydrogenfosfor@an draselny (KEPQy), hydrogenfosforgnan draselny (BHPQy),
hydroxid sodny (NaOH), chlorid draselny (KCI), héydrat chloridu htec¢natého
(MgCl,x 6H,0), dihydrat chloridu rd’natého (CuGlx 2H,O), hexahydrat chloridu
nikelnatého (NiGIx 6H,0), chlorid sodny (NaCl), hexahydrat chloridu Zékzo
(FeCkx 6H,0), kienova peroxidasa (HRP), kyselina borita€Bs), kyselina chlorovodikova
(HCI), kyselina fosforend (HPQOy), kyselina octova (CRCOOH), 5-difenyltetrazolium
bromid (MTT), luminol, methanol (MeOH), octan sodii@H;COONa), peroxid vodiku
(H,0), stabilizovany roztok penicilinu (10 000 Uil se streptomycinem (10 mg.fl
PenStrep), D-sorbitol, streptomycin sulfat, N,NNN‘fetramethylethylendiamin (TEMED),
tris(hydroxymethyl)aminomethan  (TRIS),  Triton  X-100 (%)-6-Hydroxy-2,5,7,8-
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tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina (troloxjoztok trypanové mad (0,4%),
Tween 20, Williamsovo médium E (WME) byly zakoupesy firmy Sigma-Aldrich (USA).
Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem (DMEM) adiuén DMEM/F-12 (Ham) bylo
koupeno od firmy GIBCO - Life Technologies (USAgt&Ini ho¢zi sérum (FBS) od firmy
Biochrom (Nemecko) a fetalni teleci sérum (FCS) od firmy Inwiten. Roztok akrylamidu s
N,N‘-methylenbisakrylamidem (29:1, 40%) od firmy Mk (Némecko), paramagnetické
mikroc¢astice Dyna beads Oligo (&§)byly dodany firmou Dynal A.S. (Norsko), standard
molekulové hmotnosti a DNA vzorkovy pufr byly zakmny od firmy Thermo Fisher
Scientific Inc. (USA). Diamantovy sprej (velikosistic 3um) (Kernet Int., Velka Britanie).

4.1.3 Roztoky

Pufry pro elektrochemickou analyzu

univerzalni tlumivy roztok (Britton-Robinson): $m kyselin obsahujici 0,04 mét.|
CH;COOH, 0,04 molt HsPO,, 0,04 mol.!* HsBO; (2,74 ml 85% HPQ,, 2,29 ml 99,8%
CH;COOH a 2,474 g §BO; v 1 litru vody) se smisil s 0,2 mot.NaOH,

acetatovy pufr(0,2 mol.I* CH;COOH + 0,2 mol:f CH;COONa),

fosfatovy pufr:(0,1 mol.I* KH,PQ, + 0,1 mol.I* Ko;HPOy).

Roztoky pro gelovou elektroforézu oligonukleotidh
10x TBE pufr (pH 8,3): 27 g TRIS, 13,75 gB0Os, 2,33 g disodnais kyseliny ethylen-1,2-

diamintetraethanové, dog@né do 250 ml deionizovanou vodou,

migraéni pufr: 10x TBE pufr nsediny na 1x TBE pulfr,

migratni gel: 15% polyakrylamidovy gel: 40% roztok akyliau/bisakrylamidu 29:1 (4 ml),
deionizovana voda (3,7 ml), 10x TBE (pH 8,3) (2,§,mM0% amonium persulfat (10d),
0,1% tetramethylethylendiamin (10,

zaostovaci gel: 10% polyakrylamidovy gel: 40% roztok ykmidu/bisakrylamidu 29:1
(0,4 ml), deionizovana voda (2,56 ml), 10x TBE (BB) (1 ml), 10% amonium persulfat
(20 ul), 0,1% tetramethylethylendiamin (d4),

barvici roztok: 10 mg methylenova nfp800ul 10x TBE, 49,5 ml deionizovana voda.

Hanksiiv solny roztok (HBSS) pro izolaci erytrocyfi

0,4g KCI, 0,06 g KHPQ,, 0,29 MgSQx 7H,O, 8,0 g NaCl, 0,35g NaHGOO0,12 g
NaogHPO, x 12H,0, 1,0 g glukosy a 0,14 g CaQlozpustno v 1 litru deionizované #0;
pH upraveno pomoci HCI nebo NaOH na pH 7,4.
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Roztoky pro izolaci a kultivaci bunék

Lidské hepatocyty:

Premix: glukosa (7 mmol}), glutamin (2.4 mmol}), penicilin G (0,016 mmolY),
streptomycin  sulfat (9,6 umol.IY), pyruvat sodny (0,4 mmot), dexamethason
(1,78umol.I"), holo-transferin (5 mgY), ethanolamin (lumol.I"), inzulin (350 nmol:f),
glukagon (0,2 mg}), linolova kyselina (11:g.I™).

Promyvaci roztoky a média:

HEPES 1 HEPES (20 mmolY), NaCl (120 mmol}), glukosa (0,5%), KCI (5 mmaot),
amfotericin B (4,1pug.I"), PenStrep (1%), manitol (0,Amol.I""), sorbitol (0,1 pmol.I™),
glutathion redukovany (0,Amol.I"), pH 7,4,

HEPES 2:HEPES (20 mmoll), NaCl (120 mmol}), glukosa (0,5%), KCI (5 mmot),
amfotericin B (4,1ug.I™"), PenStrep (1%),

HEPES 3 HEPES (20 mmor}), NaCl (0,12 mol:f), glukosa (0,5%), KCI (5 mmat),
amfotericin B (4,1ug.I"), PenStrep (1%), Ca£(7 umol.I"), kolagenasa typ IV (600 mg),
HEPES 4 HEPES (20 mmolY), NaCl (120 mmol}), glukosa (0,5%), KCI (5 mmot),
amfotericin B (4,1ug.I"), PenStrep (1%), bovinni sérum (5%, v/v),

EGTA KCI (5,4 mmol."), KH,PQO;, (0,44 mmol.1), NaCl (140 mmol}), NaHPO, x 12H,0
(0,34 mmol."), EGTA (0,5 mmolH), Tricin (25 mmol.l"), amfotericin B (4,1ng.I"),
PenStrep (1%), pH 7,2.

Kultivacni médium ISOM: Williamsovo médium E (WME) (0,5 IDMEM/F12 (Ham)
médium (0,5 1), pH 7,2, askorbova kyselina (15 npggmix (37 ml), fetalni bovinni sérum
(5%, viv).

Bezsérové médium ISOM: WME (0,51), DMEM/F12 (Ham)édium (0,51), pH 7,2,
askorbova kyselina (15 mg), premix (37 ml).

Balb/c 3T3

Kultiva¢ni médium: Eagleovo médium modifikované Dulbecco@MEM), penicilin G
(0,063 mg.1), streptomycin (10Qug.ml?), novorozenecké teleci sérum (5%, v/v), fetalni
bovinni sérum (5%, V/v).

Bezsérové médium: Eagleovo médium modifikované Bedbem (DMEM), penicilin G

(0,063 mg.1), streptomycin (10Qg.mI™*), novorozenecké teleci sérum (5%, v/v).

4.1.4 Fistroje
Analytické vahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Tole@@reifensee, Svycarsko),
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Centrifuga Eppendorf miniSpin (Eppendor&miiecko),

Centrifuga chlazena Z 323 K (Hermle, dodava Biot€wska republika),

Centrifuga chlazena Mikro 22 a Rotina 38R (Hettridhdavéa Biotech( eskéa republika),
Centrifuga Labofuge 400 (Heraeusimkcko),

Fotometr pro réeni absorbance v 96-jamkovych deskach Infinite M@@&an, Svycarsko),
Hlubokomrazici box Jouan VX 380 (Jouan, Francie),

Homogenizator Ultra-Turax T 25 basic (lka Wertenmécko),

Luminiscergni spektrometr Luminoskan Ascent (Thermolabsystgi®a),

Inkubator Cellstar (Qeueue System, USA),

Inkubator Enviromental Shaker (Biosan, LotySsko),

Laminarni box CLF (Schoeller Instrumenf®ska republika),

Magneticka michéka IKA RH basic KT/C (Slaba; eskéa republika),

Magneticky stojanek Invitrogen (Oslo, Norsko),

Mikroskop CK40 a BX40 (Olympus, Japonsko),

pH metr inoLab Level 1 (Schoellerinstrumentgeska republika) se skl&mou
kombinovanou elektrodou SenTix41l (WTW.,mecko) a Crison micropH 2001 (Rainin
Instrument Co. Inc, USA) se ski@rou kombinovanou elektrodou (Ingold),

Rotani z&izeni Buchi Waterbath B-480 s Biichi Rotavapor R-114

Systém pro elektroforézu Mini-Protéas Cell se zdrojem PowerPac 200 nebo PowerPac
3000 (Bio-Rad Laboratories,¢ihecko),

Systém pro elektrochemickou analyzuAutolab Il analyzator (EcoChemie, NL)
v tiielektrodovém usg@dani (pomocna platinova elektroda, refénénAg/AgCl/3M KCI
a pracovni uhlikova elektroda z pyrolytického drtgfia Ivium potenciostat vybaveny
sofwarem IviumSoft verze 1.9 (lvium Technologiesjzdtemsko) viielektrodovém
uspdadani (pomocna platinova elektroda, refénerAg/AgCIl/3M KCI a pracovni elektroda
ze skelného uhliku (Bio-Logic SAS, Francie),

Systém pro vysokainnou chromatografii HPLC (Acquity UPLC systém, \&ta&, USA)
s kolonou (Agilent Phenyl Zorbax Eclipse XDB: 150mnx 2,1 mm, i.d. 5um) (Agilent
Technologies, USA), hmotnostnim detektorem kvadfapélyzator doby letu (QqTOF
Premier Mass Spectometer (Waters, Velka BritAnmjené elektrosprejem ioniaaho
zdroje (ESI),

Termomixer Comfort (Eppendorf,dhecko),

Trepaka OLS 200 (Grant Instruments, Velka Britanie),

Trepaka Duomax 1030 (Heidolph,dhecko),
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Trepaka Reax top (Heidolph, &inecko),
UV-VIS spektrofotometr Specord 250 Plus (Analytdndm, Nmecko),
Ultrazvukova termostatova vodni l&zeS 01000A (Notus-Powersonic, Slovensko),

Zatizeni pro pipravu deionizované vody Ultrapur (Watréeska republika).

4.2 Statisticka analyza

VSechny experimenty byly provedeny v tripletechtiexh nezavislych opakovanich.
Vysledky jsou vyjateny jako pimér £SD. Statistické vyhodnoceim vitro ziskanych dat
bylo provedeno pomoci programu MS Excel 2010 (Miofg USA) Studentovym t-testem.
Statistické vyhodnoceni antioxittdich &inki pomoci DPPH testu a prooxigtdch (€inka
pomoci elektroforézy bylo provedeno jednofaktorovamalyzou rozptylu (ANOVA)

s hladinou vyznamnosti 0,01.

4.3 Ex situ a in situ elektrochemickd analyza flavonolignaé pomoci
uhlikovych elektrod

Elektrochemicka analyza byla provedena vzdyitmmnosti kysliku.

4.3.1 Riprava zasobnich roztoki flavonoidi

Z&sobni roztoky flavonoidv koncentraci 1 mg.ritl byly piipraveny v methanolu. Z
methanolickych roztak byly flavonoidy néasledh fediny do pozadovaného pufru
(elektrolytu).

4.3.2 Elektrochemické metody
4.3.2.1EXx situ voltametrie (adsorpeni pirenosova (AdT) technika)

Na povrch pracovni elektrody bylo aplikovanaubvzorku, ktery byl adsorbovan po
dobu 60 s (pokud neni uvedeno jinak). Poté bylktelda oplachnuta v deionizované®a
pondena do elektrochemické cely obsahujici zakladritedyt (obr. 7).
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@ vzorek @ pracovni

p—

referentni elektroda pomocha s

elektroda elektroda 'g

E— e — — E
=X

Je ' JU—

e
. .
— potencial (V)
adsorpce analytu promyti (H,0)
na povrch pracovni @ volny analyt
elektrody

Obrazek 7. Schémaex situ voltametrie. Mieni in situ probihd pimo v elektrochemické

cele*, kde je analyt rozpust v zakladnim elektrolytu. PGE: pyrolyticka grafiéoelektroda.

4.3.2.2In situ voltametrie
Vzorek flavonoidu byl fidan gimo do zakladniho elektrolytu v elektrochemickéecel

Po ponaeni elektrody do zkoumaného roztoku byla proveddelrochemicka analyza.

4.3.2.3 Cyklicka voltametrie (CV)
Parametry metody: rychlost skenu 50-1000 ritV.s

4.3.2.4 Difererni pulzni voltametrie
Parametry metody: pulsni amplituda 50 mV, dobawp@ms, rychlost skenu 5 m¥t.s

4.3.2.5 Voltametrie s vkladanym pravouhlym naptim

Parametry metody: frekvente 50-200 Hz, pulzni amplituda 50 mV.

4.3.3 HRiprava roztoka dvouvlaknové DNA, jednovlaknové DNA, oligonukleotli
a stanoveni koncentrace

Princip: Nukleové kyseliny absorbuji ultrafialoveé¢go pri vinové délce 260 nm
[157].

Postup: Dvouvlaknova DNA (dsDNA), jednovidknovd DNAsSsSDNA) a
oligonukleotidy byly rozpushy v deionizované D a nasleddh byla spektroskopicky
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zmefena absorbance. Roztok DNA se spektrofotometriciyotinocuje fi vinové délce
260 nm a 280 nm. Absorbancéi 260 nm odrazi koncentraci DNA, peémabsorbance
260 nm/280 nm souvisicsstotu DNA, tj. miru pitomnosti protein.

Pro vypa@et koncentrace se vychazi z nasledujicich vzfah7]:
Pti vinové délce 260 nm je absorbance roztoku royrmokud je v nifeném roztoku:
- dsDNA o koncentraci 50g.ml*
- ssDNA o koncentraci 3j7g.mi™*

V experimentech vyuZivajicich magnetickéastice, byla dsDNA ifpravena
hybridizaci dvou vlaken, vlakno I: 5-CCG CGC GCC@ CTG GGG GAC CTC GGG
GCC a vlakno II: 5'-GGC CCC GAG GTC CCC CAG CGT GGCG CGG, které na svém
konci navic obsahovalo sekvenci 25 adénfAzs). DNA duplex byl gipraven smichanim
vldken v molarnim powtu 1:1 v 0,2 mol:f NaCl, zaliivan 3 min pi teplo& 85 °C a poté

pomalu ochlazen.

4.3.4 Stanoveni antioxid&ni aktivity
4.3.4.1 Stanoveni zhaSeni DPPH radikalu

Princip metody: Antiradikalova aktivita byla teséma metodou zh&Seni radikalu
DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylu) [158].

Postup: Do jamek mikrotittai destéky bylo napipetovano 901 methanolového
roztoku testovaného vzorku v koncentracich 0, 8 gmol.I"* nasleds bylo piidano 180ul

methanolového roztoku DPPH (2Q- mi*) a po 30 min byla ziftena absorbanceifs17 nm.

4.3.4.2 Chemiluminiscence

Princip: Celkova antioxidani kapacita byla gfena chemiluminiscenci natigtroji
Luminoskan Ascent podle protokolu [159]. Vysledek Wyjadien jakocas v sekundach, po
ktery studované latky byly schopny inhibova&tnou emisi.

Postup: 2Qul studované latky bylo smichano s @Akienové peroxidasy o koncentraci
0,1 mg.mf* v mikrotitrasni destéce. Po pidavku 160ul chemiluminiscetini smési obsahujici
0,01 mol.I' H,0, a 0,04 mmol} luminolu ve fosfatovém pufru (pH 7,4) byla zah&en

chemiluminiscedni reakce.
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4.3.5 Stanoveni prooxidénich vlastnosti
4.3.5.1 Tvorba komplexi flavonolignan/kov

Komplexy flavonolignafi s ionty kowi byly pfipraveny smichanim flavonolignanu
o koncentraci 1@mol.I"* s ionty kovi o koncentraci 0-2@mol.I* v 0,2 mol.I* NaCl (pH 6,5)

a inkubovany 15 miniplaboratorni teplat.

4.3.5.2 UV/VIS spektra komplexi flavonolignan/kov

Stechiometricky porr komplexu flavonolignan/kov byl gen UV/VIS absorpni
spektroskopii. UV/VIS absotpi spektra byla pizena na spektrometru Specord 250 Plus
pii rychlosti skenu 5 nmsa Stce $trbiny 1 nm. Mieni bylo provedeno vikmennych
kyvetach.

4.3.5.3 Interakce s DNA
Flavonolignany nebo jejich komplexy s iontsephodnych kot (za gitomnosti HO,)
byly inkubovany s dsDNA, resp. ssDNA, ve fosfatoveafru (pH 7,4) po dobu 15 mirfil87

°C a poté byly elektrochemicky analyzovany.

4.3.5.4 Dvoupovrchova technika: pouziti paramagnatkych ¢astic

10 ul paramagnetickych mikeastic, na jejichz povrchu byla navazana sekvenge T
bylo inkubovano sifjpravenym DNA duplexem obsahujici sekvengi & prostedi Tris/HCI
obsahujicim 0,2 mmotlINaCl (pH 7,4) (pufr A) i 20 °C po dobu 30 min. Nasledyly
paramagnetické mikddstice s navazanou DNA promyty 4 x pufrem A, inkedty
s komplexem flavonolignan/kov o koncentraci ifol.I* a 2% HO, pii 37 °C po dobu
15 min. Pomoci magnetického stojanku byly &ddy volné fragmenty DNA. Dale byly
paramagnetické mikidstice s DNA promyty 3 x 0,5 ml NaCl o koncentr&2 mol.I*
a zaltaty na 85 °C po dobu 3 min. Produkty oxidativnifmskpzeni DNA byly uvolény
do 50ul deionizované KO a po pidavku 5ul NaCl o koncentraci 2 mol'irychle ochlazeny
na ledu (obr. 8).
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Obrazek 8. Aplikace paramagnetickych miktastic pro izolaci oxidaich produki
a fragmeni DNA (PM: paramagnetické&stice, SM: magneticky stojanek, Fl: flavonolignan,
M: kov)

4.3.5.5 Gelova elektroforéza oligonukleotidl

Pripravené vzorky obsahujici 50 ug:hiDNA byly smichany se vzorkovacim pufrem
Fermentas (Thermo Fisher Scientific Inc.) v gam5:1 a inkubovany v termostatu po dobu
2 min @i teplo€ 95 °C. V aparafte pro elektroforézu bylijpraven 15% sepaéai a 10%
zaostovaci polyakrylamidovy gel otlotiée 1,5 mm. Elektroforéza byla provedena
v migra&nim pufru @ konstantnim nafii 150 V po dobu 1-1,5 hodiny. Gel byl obarven
0,02% roztokem methylenové nied a nasledh odbarven destilovanou vodou.
Denzitometricka analyza gelu, zahrnujici studiunoopidatnich vlastnosti jednotlivych

flavonolignarii, byla provedena s vyuZzitim programu Image J soéveerze 1.4).

27



EXPERIMENTALNI CAST

4.4 Elektrochemicka analyza interakci flavonolignaé silymarinového
komplexu s membranami erytrocyti a HPLC-MS analyza metaboliii 3-O-
galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu
4.4.1 Interakce flavonolignani silymarinového komplexu s membranami erytrocyé
4.4.1.1 Vazba flavonolignafi na membrany erytrocyty

Cerstva lidska krev byla ziskana se souhlasem odojeml zdravého dobrovolnika
a odebrana do zkumavek s EDTA. Alikvoty pIiné krwdybinkubovany po dobu 10 min
pfi pokojové teplot se silybinem, silymarinem (10 a 1@foll* v DMSO) a/nebo
L-argininem (20 a 20@mol.I"Y). Cervené krvinky byly néasledn oddsleny opakovanou
centrifugaci B 500 xg (az 12 x) v Hanka¥ roztoku (HBSS). Alikvoty erytrocytarni
suspenze (50l erytrocyti + 50ul HBSS) a jejich supernatanty byly analyzovany [[L56

4.4.1.2 Elektrochemicka analyza flavonolignadh po vazk¥ na membrany erytrocyti

5ul vzorku bylo po dobu 60 s adsorbovano na povratkteddy z pyrolytického
grafitu. Nasleda byla pracovni elektroda oplachnuta v deionizovat€ a umisina
do elektrochemické cely obsahujici zakladni eldktr@Britton-Robinsoriv pufr pH 7,4).
Parametry voltametrického &eni: pa@éteni potencial 0V, konsy potencial -1,5V,
frekvence 200 Hz, potencidlovy krok 5 mV, amplitu@ mV. Voltametrické rreni
probihalo za pokojové teploty pomoci analyzatofwtolab 1l v ttielektrodovém uspgadani:
pracovni elektroda (uhlikova elektroda z pyrolyéibk grafitu PGE), referéni elektroda
(Ag/AgCl/3M KCI) a pomocna elektroda (platinovy tiR).

erytrocyty/flavonolignanovy komplex
adsorbovany na povrch PG eletrody

isolované adsorpce

flavonolignany

erytrocyty N g™ S
.. +.Q._’o'q"_’
=2 ®q @ [ D™ *
-
Je
e N

..
o= ® o [
e 8

—_—

potencial (V)

promyti (H,0)

@ \olné flavonalignany

Obrazek 9. Interakce erytrocyit s flavonolignany silymarinového komplexu a naskeex

situ voltametricka analyza vzniklého komplexu na powurchlikové elektrody.
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4.4.2 Metabolicka studie 39-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na lidskych
hepatocytech
4.4.2.1 Izolace lidskych hepatocyit

Lidské hepatocyty byly izolovany &sti jater multiorganovych dércdvoufazovou
kolagenovou perfuzi [154]. Jatra (cca 250 g) bylanp/ta roztoky v nasledujicim fedi:
HEPES 1, EGTA, HEPES 2 a roztokem HEPES 3. Poté jiyta rozmiinéna v roztoku
HEPES 4 a uvokné buky byly prefiltrovany ges sterilni gazu, centrifugovany (3 min,
50 xg, 4 °C) a promyty HEPES 4. Nasledoval&topna centrifugace (3 min, 50gs4 °C) a
promyti kultivatnim médiem (3 x). Po posledni centrifugaci bylyiky rozsuspendovany v
bezsérovém médiu ISOM. Zivotnost aépb burgk byly stanoveny na zékladbarveni

trypanovou moti.

4.4.2.2 Riprava suspenznich kultur lidskych hepatocyi

Patet burgk byl stanoven v Blrker@ékomirce na zaklaglbarveni trypanovou med
Hepatocyty byly ngediny bezsérovym médiem ISOM na koncentracidiu.16 bursk/ml
a preneseny do b&k na rot&ni zaizeni g teplo vodni lazg 37 °C (obr. 10).

4.4.2.3 Riprava primarnich kultur lidskych hepatocyt i na experimenty
Patet burgk byl stanoven v Blrker@komirce na zaklaglbarveni trypanovou maéi
Bunky byly naedény prislusSnym kultivénim médiem a vysety na 6-jamkové desky

v koncentraci 1,3.f0burek/cn?’. Nasledujici den bylo médium vymeno za bezsérové.

4.4.2.4 Riprava Balb/c 3T3 na experimenty
Patet burgk byl stanoven v Blrker@komirce na zaklatglbarveni trypanovou maéi
Bunky byly naedény pfislusnym kultivénim médiem a vysety na 96-jamkové desky

v koncentraci 2.10burtk/jamku.

4.4.2.5 Stanoveni bu&ného poskozeni
Cytotoxicita studovanych flavonoidi
K bung¢né linii Balb/c 3T3 nebo kultie lidskych hepatocyt byl pridan 30O-

galloylkvercetin/7©-galloyltaxifolin v pislusném bezsérovém médiu ve vyslednych
koncentracich 1, 5, 10, 25 a phol.I"* nebo Triton X-100 1,5% (v/v). Vysledna koncentrace
DMSO v médiu byla 0,1% (v/v). Kontrolni Bly byly pripraveny inkubaci s fisslusnym
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objemem DMSO. Po inkubaci 24 h (37 °C, 5% L@yl sledovan vliv flavonoid

na burgcné poskozeni pomoci MTT testu.

MTT test

Princip metody: Zluta tetrazoliovatls MTT je redukovana mitochondrialnimi
dehydrogenasami metabolicky aktivnich &ima fialové, ve vod nerozpustné formazanové
barvivo, jehoZz koncentrace je po rozgn$t v organickém rozpouitle stanovena
spektrofotometricky 540 nm [160].

Postup: Biiky byly oplachnuty steriinim PBS a néslédhylo aplikovano 10@l
serstvého bezsérového média apl®ztoku MTT (5 mg.nif PBS). Po inkubaci 2 h (37 °C,
5 % CQ) bylo médium odsato a do jamek bylo aplikovano gODMSO s 1% NH. Po
5 min byla métena absorbance vzniklého modrofialového roztoku.

Zivotnost buik byla paitana ze vztahu:
Zivotnost (%) = (Av/As) x 100 (Av = absorbance vzorkiAs = absorbance kontroly)

4.4.2.6 Biotransformace 39-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na lidskych
hepatocytech
Piiprava vzorku pro HPLC/MS analyzu:

Suspenze hepatodyt(4.10 bursk/ml) byly inkubovany s 0,1% (v/v) DMSO

(kontrola) nebo s 50umol.I* 3-O-galloylkvercetinem/7@-galloyltaxifolinem v rotanim

zadzeni i 37 °C po dobu 1 a 2 hodin. Zivotnost hepataya konci inkubace byla étena
trypanovou motl. Po uplynuti doby inkubace byl odebran 1 ml suogpe bugk

a centrifugovan (3 minipl100 xg). Médium bylo odebrano a zamrazeno. Hepatocyty byl
promyty 0,5 ml PBS (3 x) a zamraZzenye® HPLC/MS analyzou bylo médium smichano
s 0,2 ml methanolu obsahujicim 5% (v/v) kyselindogou, vzorky byly cetrifugovany
(2 min, 14000 >g, 4 °C) a supernatant byl analyzovan. Hepatocytly lbgzsuspendovany
v 0,4 ml methanolu obsahujicim 5% (v/v) kyselindovou a sonikovany 10 s (amplituda 50
%, doba pulsu 0,5 s). Vzorky byly cetrifugovanyntih, 14000 xg, 4 °C) a supernatant byl

analyzovan (obr. 10).

HPLC/ESI-QQTOF MS analyza
HPLC/ESI-QqTOF MS analyza byla prowid na chromatografickém systému
Acquity UPLC s chromatografickou kolonou Agilent dplyl Zorbax XDB

(150 mm x 2,2 mm, i.d., pm;). Binarni gradientova eluce byla provedena tsopovou
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rychlosti 0,4 ml.mift, teplotou kolony 35 °C. SloZeni mobilni faze A: ¥¢selina octova
a methanol 90:10 (v/v), mobilni faze Risty methanol. Program gradientu: 0-14 min
10-50 % B; 14-16 min 50-100 % B; 16-18 min 100-1®%4.8-20 min 10 % B. Naskované
mnoZzstvi vzorku bylo fbl. Kapalinovy chromatograf byl on-line napojen madinostni
spektrometr Waters QQqTOF Premier Mass Spectrometaorky byly ionizovany
elektrosprejem v negativnim modu s nasledujicinnaimetry: napti zdroje 2,1 kV, teplota
kapilary 300 °C, nafii na kapilde 40 V. Dusik byl pouzit jako suSici plyn a heliyako
kolizni plyn. Piitok susiciho plynu byl 500 I’'h Doba skenovani byla 0,5 s v rozsahu 50 aZ
1000 Da. Nizsi kolizni energie pro MS sken bylavbaevyssi kolizni energie pro Mdyla

v rozsahu 20-35 eV. Spektrometr byl kalibrovan temdardni roztok mravéanu sodného.
Data byla kalibrovana na externi refemehvzorek leucin-enkefalin (2Q0.I* ve sngsi
voda:acetonitril:kyselina mravefy 100:100:0,2; s tokovou rychlosti Fu.min™)

a vyhodnocena pomoci softwaru MetaboLynx V4.1 (\Wa@orp., USA).

inkubace =
(,2h) !
izolace NS |
T hepatocytt i
] aplikace 1ml
suspenze studované
hepatocytt latky centrifugace
primarni kultura
l hepatocyti hepatocyty / \ médium
ST

v
kyselina
octova l centrifugace
v MeOH

|
MTT test i ‘@

sonifikace,
l centrifugace

/

|

HPLC/MS analyza

Obradzek 10. Pripravy lidskych hepatoc§t pro stanoveni toxicity a identifikaci
biotransformanich produki.
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5. VYSLEDKY

5.1 Ex situ a in situ elektrochemicka analyza flavonolignaé pomoci

uhlikovych elektrod
5.1.1 Oxidace a adsorpce flavonolignainna povrch elektrod

Silybin (smés diastereomérA a B v giblizném pongru 1:1), jeho dva selekti¥n
methylované derivaty, 2,3-dehydrosilybin a isosityfobr. 11) byly nejtive rozpu&tny (viz
4.3.1), néedsny do 0,2 mol:f fosfatového pufru (pH 7,4) a studovéimysitu (viz 4.3.2.2) a
ex situ (viz 4.3.2.1) cyklickou volumetrii (CV) a voltammgét s vkladanym pravouhlym
napstim (SWV) (obr. 12) na pyrolytické grafitové eledtk (PGE). Studované latky v
adsorbovaném stavu podléhaji vicegty® oxidaci striktd zavislé na pH zakladniho
elektrolytu. Na voltamogramech silybinu, isosilybia 70O-methylsilybinu byly pozorovany
pti pH 7,4 dva oxidéni piky, oxid&ni pik 1,E,; = +0,50 V a oxidéni pik 2,E,> = +0,85 V.
V piipact 20-O-methylsilybinu byl pozorovan pouze druhy oxida pik. U 2,3-
dehydrosilybinu se krotnoxidatnich piki 1 a 2 navic objevuje oxidai pik 3 @i potencialu
nizsim,Epz = +0,30 V, nez jsou potencialy oxittdch piki 1 a 2. B skenu od 0 do +1 V byla
pozorovana reverzibilita oxidaiho piku 1. Oxidéni pik 2 a 3 (u 2,3-dehydrosilybinu)
odpovida ireverzibilnimu elektrodovemdijid(obr. 12). Reverzibilita oxidaiho piku 1 byla
potvrzena také rozlozenim SW voltamogrartyd € If +1b). S rostoucim piiem CV skei
se vySky pik (velikost anodického proudu) snizuji. Pokud jek&leda polarizovand& >
+1V, Zadny pik v katodickéstvi cyklického voltamogramu nepozorujeme.

slouéenina R R
silybin OH OH
2.3-dehydrosilybin* OH CH
20-O-methylsilybin OH OCH,4
7-O-methylsilybin OCH, OH

*) 2,3-dvojna vazba

Obrazek 11.Struktura silybinu, jeho methylovanych derivat 2,3-dehydrosilybinu.
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Obradzek 12. (A) Cyklické a (B) square wave voltamogramy silybinu (SB), 2,3-
dehydrosilybinu (DHSB), 2@-methylsilybinu (20MeSB), isosilybinu (ISOSB) a (¢
methylsilybinu (7MeSB). Experimentalni podminky:bdoakumulace 60 s, koncentrace latek
50 ug.mit, zakladni elektrolyt fosfatovy pufr (pH 7,4). CV patetry: pdateini potencial
0V, potencial obratu +1,5 V, potencidlovy krok 5vmrychlost skenu 1 V5 SWV
parametry: p&ateeni (0 V) a koncovy (+1,5 V) potencigdptencialovy krok 5 mVamplituda

25 mV, frekvence 200 Hz.

Oxidace flavonolignain je striktreé zavisla na pH zékladniho elektrolytu. U silybinu
pozorujeme nejvySSi proudové odezvy) (v rozmezi pH 6-7,5. Velmi podobné chovani
vykazuji jeho derivaty krogn 2,3-dehydrosilybinu, kdy nejvySSi proudovou odezvu
pozorujeme P pH 5. Kromg vlivu pH na vySku pilk byla také pozorovana zavislost pH
na potencialu pik (Ep). S rostoucim pH zakladniho elektrolytu dochapiokunu potencial
oxidace smirem k még pozitivnim hodnotam. S jednotkou pH se potenciadi@nich piki

posouva o ~ 59 mV (obr.13).
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Obrazek 13. (A) 3D voltamogramy silybinu  pH 3,5-10,5.(B) Zavislost vysky it) a
potencialu ) oxidanich piki 1 a 2 silybinu na pH zakladniho elektrolytu. Expemtalni
podminky: metoda SWV, doba akumulace 60 s, konaeatsilybinu 1Qmol.I*, zakladni
elektrolyt Britton-Robinsofiv pufr (pH 3,5-10,5). SWV parametry: geini (0 V), koncovy
(+1,5 V) potenciél, frekvence 200 Hz, amplitudan®8, potencialovy krok 5 mV.

Flavonolignany na povrchu elektrody podléhaji redox djum, kdy dochazi
k vymeéné elektromi a protori v zavislosti na pH elektrolytu. KroinvySe popsanych
faradaickych ¢&u je oxidace flavonolignan na povrchu elektrody ovliwma adsorpci.
Adsorpci mizeme experimentainpotvrdit dwma zgisoby. Sledovanim zavislosti velikosti
proudu oxidanich piki na rychlosti polarizace elektrody a na &dadkumulace latek na
povrchu elektrody [161].

Adsorgini chovani bylo nejdve studovano zavislosti velikosti proudové odezvy
oxidasniho piku 1 silybinu na rychlosti polarizace elekly (50-2000 mV.%), kdy linearita
uvedené zavislosti (y = 0,00871x - 0,2969 a R 91039 ukazuje nade fizené adsorpci (obr.
14).
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Obrazek 14. (A) Voltamogramy silybinu # raznych rychlostech sken(B) Zavislost vysky
(ip) oxidatniho piku 1 silybinu na rychlosti polarizace elekly. Experimentalni podminky:
doba akumulace: 60 s, koncentrace silybinupf®l.I*, zakladni elektrolyt: fosfatovy pufr
(pH 7,4), CV parametry: gate:ni (-1 V), potencial obratu (+1,5 V), koncovy patéi (-1V)
amplituda 25 mV, potencialovy krok 5 mV.

VySe uvedeny experiment byl provederti pplné pokrytém povrchu PGE
flavonolignany. Kinetika adsorpce silybinu je ukédaana obr. 15. Srostouci dobou
akumulace se objevuje pik 1*, ktery prépddobr souvisi s tvorbou adsorbované vrstvy.

40 .
A B  100; O ] o
o o A
30 - 801
= 601
< 20 -
= X 40
.D.
10 A ~ 20
0_
UI T T T T 1 1 T T T T
0.0 0.4 0.8 1.2 0 20 40 60 80 100 120
E IV (vs.Ag/AgCl) doba akumulace(s)

Obrazek 15. (A) Voltamogramy silybinu $ riznych ¢asech adsorpc€B) o je zavislost
vySky oxid&niho piku 1 aA je zavislost vysky oxidaiho piku 2 silybinu na deb
akumulace, 100% = vySka oxittdho piku 1 po akumulaci 30 s. Experimentalni pivdkyr
metoda SWV, koncentrace silybinu fihol.I"*, zakladni elektrolyt Britton-Robinsém pufr
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(pH 3,5-10,5). SWV parametry: gateeni (0 V), koncovy (+1,5 V) potencidl, frekvence
200 Hz, amplituda 25 mV, potenciélovy krok 5 mV.

5.1.2 Antioxidani a chelata&ni vlastnosti flavonolignani

Na z&klad hodnot potenciél prvnich oxidanich piki studovanych latek fizeme
usuzovat o schopnosti latek odevzdavat elektroryragony. Cim je hodnota potenciélu
prvniho oxid&niho piku nizsi, tim snadj se latka oxiduje a ma tedy vysSi antiradikalovou
resp. antioxidéni aktivitu [126].

Potencialy prvniho oxidamiho piku flavonolignain byly porovnany s potencialy
prvnich oxid&nich piki flavonok a taxifolinu. 50umol.I"* roztoky flavonoligna, flavonok:
a taxifolinu byly rozpu&ny (viz 4.3.1), neecny do Britton-Robinsonova pufru (pH 3,5; 7,4
a 12) a mifeny in situ (viz 4.3.2.2) aex situ (viz 4.3.2.1) voltametrii. Potencialy pik
uvedenych vtabulce 3 jsou n&mny pomociin situ CV, hodnoty od&ené ze SW

voltamograni jsou obdobné s odchylkou +0,05 V.

Tabulka 3. Potencialy oxidénich piki (Ey) flavonolignari, flavonoli a taxifolinu; nétreno

AdT CV. Experimentalni podminky i CV parametry stejako u obr. 12} mira antioxidani

kapacity.
pH 3,5 pH 7,4 pH 12,0

flavonoid Eor |Ep2 | Eps | Ept | Ep2 | Eps | Epr | Ep2 | Eps
flavonolignany
silybin 0 0,75| 1,13 0,54 0,84 0,23] 0,47
2,3-dehydrosilybin | 11 0,73| 1,10| 0,55 0,48| 0,83| 0,36
7-O-methylsilybin | 1 0,85| 1,17 0,49 0,89 0,21
20-O-methylsilybin 1,13 0,96 0,48
isosilybin 0 0,77| 1,14 0,53 0,88 0,23 0,45
flavonoly*
kvercetin M 0,12/ 0,89
rutin ™1 0,25/ 0,86
Isokverecitrin "M 0,25/ 0,84
taxifolin* "M 0,18

*) testovano pouze pro pH 7,4
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Interakce silybinu s iontyipchodnych kofr (Ni%*, Fe”*, CU* a zrf") byla studovana
ex situSWV voltametrii (viz 4.3.2.1). Po inkubaci silybir{viz 4.3.5.1) s vySe uvedenymi
ionty prechodnych kofr doslo ve vSechifpadech k poklesu anodickych pikilybinu. Byla
pozorovana vysoka afinita silybinu k €uontim (hodnoceno na zéaklagoklesu vysky
oxidanich piki po pidavku kovu). B koncentraci silybinu 1@mol.I* dochézi po fidavku
CU** iontii 0 koncentraci 0-umol.I* k poklesu oxid&niho piku 2 silybinu a néstu nového
oxidacniho piku pi potencialug, = +1,0 V. Pro koncentrace Elionti vyssich neZ mimol.I*
zustava velikost proudové odezvy konstantni (obr. )L&techiometricky pogr komplexu
silybin/Cu byl uten 2:1. Komplex silybin/Cu poifslavku EDTA o koncentraci 100mol.I"*
disociuje, coz je prokazandgifpmnosti ivodnich oxidanich piki silybinu (obr. 16B).

A 60 —SB . B
] = = sB+2pmCU’ pik SB/Cu
50 ceeeee SB+ 4 pM Cu™* pik 2 V3
] ) pik 1*
i 40. plki‘ 8+ °
4 11 1 N  _© "~~~ G-
_‘: 30- [ N /,O/O O' (e}
- < = ] ,O pik SB/Cu
] elektrolyt NS
YN = T2 o a pik2
O T T T T T T 0+ O// A
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 15 v T r r r '
0 2 4 6 8 10
E |V (vs. Ag/AgCl) koncentrace Cu " (M)

Obréazek 16. (A) SW voltamogramy silybinu a jeho komplexu s’Cwa (B) zAvislost
oxidasniho piku 2 silybinu a piku SB/Cu na koncentrac?'CExperimentalni podminky:
koncentrace silybinu 1@mol.I"*, zakladni elektrolyt fosfatovy pufr (pH 7,4), dohdsorpce
60 s. SWV parametry: géteni (0 V), koncovy (+1,5V) potencial, frekvence 289,

amplituda 25 mV, potencialovy krok 5 mV.
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5.1.3 Interakce flavonoidi s DNA
5.1.3.1 Elektrochemicka analyza dsDNA

Po rozpudni a ndedni dsDNA (viz 4.3.3) na pozadovanou koncentracilaby
provedena elektrochemicka analyza v acetatovém Fpkh fosfatovém (pH 7) pufru na
elektrod¢ ze skelného uhliku (GCE) a pyrolytického grafitNa DP voltamogramu
pozorujeme oxidéni piky guaninu (&) a adeninu (&), vyska piki je zavisla na koncentraci
dsDNA a pH elektrolytu (obr.17).

A i A% B

04 06 08 10 12 14 06 08 10 12
E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)

Obréazek 17.DP voltamogram dsDNA o koncentras=j 100 pg.mf, (===) 150 pg.mf,

(+++) 200 pg.mf v (A) acetatovém (pH 5) €B) fosfatovém (pH 7) pufru. DPV parametry:

pulzni amplituda 50 mV, doba pulzu 70 ms, rychig&nu 5 mV.3.

Jednotlivé piky byly identifikovany na zakkacdelektrochemické analyzy poly[G]
a poly[A] v acetatovém (pH 5) a fosfatovém (pH @jrp (obr. 18).
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A poly A ﬁ B

bom | o

9 o -
/ 9 \
1 F ; |
p 51 pH 5;7 .

poly G

04 06 08 10 12 T oh o8 1o 12
E IV (vs. Ag/AgCl) EIV (vs. Ag/AgCl)

Obréazek 18. DP voltamogram(A) poly[A] o koncentraci 100 pg.ml a (B) Poly[G]
o koncentraci 150 pg.mv acetatovém (pH 5) a fosfatovém (pH 7) pufru. Dpatametry:
pulzni amplituda 50 mV, doba pulzu 70 ms, rych&snu 5 mV 3.

5.1.3.2 Interakce flavonolignar s DNA

Byla zkoumana interakce dsDNA a ssDNA s flavondigy (viz 4.3.5.3), silybinem
a jeho 2,3-dehydroderivatem. Viipad® silybinu i 2,3-dehydrosilybinu doSlo pouze
k mirnému poklesu oxidaich piki flavonolignari i pikia souvisejicich s oxidaci DNA bazi,
a to primarg v diasledku kompetice obou komponent o povrch pracolekitedy. Dale byly
vzorky flavonolignai a komplexy flavonolignah sionty kovu (C6&") inkubovany
v pritomnosti oligonukleotid bohatych na guaninové a adeninové baze. V olitpagech
doSlo k poklesu oxidaich piki flavonolignari i piki souvisejicich s oxidaci DNA bazi, a to
piedevsim fi analyze DNA v pitomnosti komplek flavonolignan/kov. Po idani HO,
k DNA a studovanym kompléxn byly pozorovany poklesy oxidaich piki v zavislosti
nacase. Kineticka #vka je ukazéna na obr. 19. Jako kontrolni vzordl lanalyzovana DNA
v piftomnosti C&" a H0, (kdy dochazi relativh rychle k oxidaci guaninovych bazi
v disledku velkého mnozZstvi reaktivnich forem Kkyslikupezitivni kontrola) a DNA

v pritomnosti HO, (kdy nedochazi k produkci volnych radik&lnegativni kontrola).
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A B
100
——DNA , A A
------ DNA#H,0, plk A 4 1004 A—,—_é_:.-.----é———-A————A— A=~
80 —— SBICU+DNA 7 R - o An
— =SB/Cu+DNA+H 0O, . 1 N T .0
pik G 80 e o T
~ 601 ] ~ ] A
< pik N S 60
Z . SB/Cu . Y
1 Pk ©  40-
— ] oxidativni
AN 204 poskozeni
........... DNA
o+
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 15 0 S S A S s A s s A
ETV (vs. Ag/AGC) doba inkubace (min)

Obrazek 19. (A) SW voltamogramy silybin/Cu komplexu s ssDNA fitpmnosti ¢i
nepitomnosti BO.. (B) Zavislost vy3ky & na dol inkubace ssDNA s ¥, (A), CU*
a H,0; (=) a silybin/Cu komplex + kD> (¢); 100% = vyska & nativni DNA. Experimentalni
podminky: koncentrace silybin/Cu komplexu ffol.I*, koncentrace ssDNA 2fig.mi,
6% HO,, zakladni elektrolyt acetatovy pufr (pH 5). SWVraaetry: pgateni (0V),
koncovy (+1,5 V) potencial, frekvence 200 Hz, amyala 25 mV, potencialovy krok 5 mV.

5.1.4 Vliv substituce gallatem na elektrochemickouoxidaci silybinu a kvercetinu,
antioxida¢ni a prooxidaéni vlastnosti
5.1.4.1 Oxidace 3-galloylsilybinu a 3-O-galloylkvercetinu

Pro identifikaci @ja odpovdnych za oxidéni piky 3O-galloylsilybinu (SBG) a 32-
galloylkvercetinu (QG) byla provedena srovnavacidig s 5umol.I'* kyselinou gallovou,
jejim methylesterem a samotnym kvercetinem a siloi (obr. 20). Studované latky byly
nejdive rozpudtny (viz 4.3.1), ngedény a analyzovanyn situ voltametrii (viz 4.3.2.2)
na GCE. DP voltamogramy kyseliny gallové a jejimethylesteru ukazaly dva oxitd
piky, oxida&ni pik 1a pi potencialu,Epa= +0,12 V, a oxidéni pik 2a, pi potencialu,Eqyza=
+0,49 V (obr. 21). Velikost proudové odezvy oxidéno piku 2a byla ¢kolikanasobd mensi
v porovnani s oxidmim pikem la. U methylderivatu byl tento pik poz@mw pouze
za ugitych  experimentalnich  podminek f{p nizSim pH zakladniho elektrolytu).
Na voltamogramu kvercetinu a silybinu byly pozonoydva oxid&ni piky, @i potencialech
Ep1a= +0,16 V aEy24= +0,74 V pro kvercetin &p1,= +0,47 V aEpa= +0,74 V pro silybin
(obr. 21).
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o} OH O OCH-
HO OH HO OH
OH OH
kyselina gallova methylester kyseliny gallové

kvercetin silybin
OH
OH O CH,OH
HO 0 HO O o OCHg4
O @] CH
OH O OH OH O OH
@] (@]
OH OH
OH OH
3-0-galloylkvercetin 3-0O-galloylsilybin

Obrazek 20. Struktura kyseliny gallove, jejiho methylesteru,eksetinu, silybinu, 39-

galloylkvercetinu a 33-galloylsilybinu.
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Obrézek 21.DPV voltamogramy Sumol.I* kyseliny gallové (GA), methylesteru kyseliny
gallové (MeGA), kvercetinu (Q) a 1ﬂmol.l'l 3-O-galloylkvercetinu (QG), silybinu (SB)
a 3-0-galloylsilybinu (SBG) ve fosfatovém pufru (pH DPV parametry: pulzni amplituda
50 mV, doba pulzu 70 ms, rychlost skenu 5 mV.s

Elektrochemické chovani @-galloylsilybinu a 30-galloylkvercetinu bylo zkoumano

pomoci CV (obr. 22). &-galloylkvercetin se oxiduje verdch stupnich ip potencialech
Ep1a= +0,19 V,Epa= 40,27 V aEpza= +0,87 V. 30-galloylsilybin podléha tezristupiove
oxidaci i potencialechEp1a= +0,17 V,Epza= +0,55 V aEj32= +0,83 V.

la 2a

>
~ ."u""“"‘

T T T T T T
00 02 04 06 08 10 12 14

EV (vs. Ag/AgCI)

OI.O ' 072 ' 074 ' 076 ' 078 ' 170 ' 172 ' 174 '

EIV (vs. Ag/ AgCl)
Obrézek 22.CV voltamogramy(A) 50 umol.I'* 3-O-galloylkvercetinu &B) 20 umol.I* 3-O-
galloylsilybinu; zakladni elektrolyt: fosfatovy puf(pH 7), p&ateni potencial (0 V),
potencial obratu (+1,3 V), koncovy (0 V); rychlssenu 25 mV3,
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Reverzibilita oxidanich piki 3-O-galloylsilybinu a 30O-galloylkvercetinu byla
zkouména CV v rozmezi potendidivedenych v legersdu obr. 23 s rychlosti skenu 1 V.s
Metodou SWYV byla o&tena reverzibilita oxidaich piki.

0.2 00 02 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 02 00 02 04 06 08 10 12 14
EV (vs. Ag/AgCl) E IV (vs. Ag/AgCI)
Obrazek 23. CV voltamogramy 20 umol.I™: (A) 3-O-galloylkvercetinu a (B)
3-O-galloylsilybinu, zékladni elektrolyt fosfatovy pufpH 7), CV parametry: (A) p@ateni
potencial -0,2 V, potencial obrates=) +1,3 V, (**¢) +0,4 V a<=) +0,2 V, koncovy potencial
-0,2 V, (B) paateni potencial —0,2 V, potencial obrate=] +1,3 V, (¢¢*) +0,7 V a==)
+0,3 V, koncovy potencial -0,2 V; rychlost skenQ Y.s™.

ZAavislost velikosti proudu a potencialu oxidéch piki na pH elektrolytu byla
studovana v Sirokém rozmezi pH (1,2 - 12,04). Sdleim pH dochazi k posunu potential
oxidatnich piki k vice pozitivnim hodnotam (obr. 24 a 25). Od pHO>oxid&ni proces neni
zavisly na pH pro $-galloylkvercetin a od pH > 8 pro @-galloylsilybin.
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Obréazek 24. (A) DP voltamogram 5Qumol.I* 3-O-galloylkvercetinu a(B) odpovidajici

zévislost potencidl (m) Epia (8) Epzaand (A) Epzana pH, rychlost skenu 5 mvVis

B
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Obréazek 25. (A) DP voltamogram 20umol.I* 3-O-galloylsilybinu a (B) odpovidajici

zavislost potencial (m) Ep15 (@) Epzaa (A) Epzana pH, rychlost skenu 5 m\£s

5.1.4.2 Antioxida‘ni vlastnosti

Pomoci voltametrickych metod byl zkoumén vliv dithse gallatem na oxidaci
silybinu (obr. 26). Jak dzeme vidt na CV resp. SWV voltamogramech (obr. 27D--
galloylsilybinu, oxid&ni pik souvisejici s oxidaci pyrogallové skupinik(@) lezi gi nizSich

hodnotach potencialu v porovnani s prvnim oxndian pikem silybinu.
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Obrazek 26.Struktura 70-galloylsilybinu a silybinu.

A 71 B o
1004 elektrolyt : pl’k G

SB : .
H i // pik 1 pik 2
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E|V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)

Obrézek 27. (A)CV a(B) SW voltamogramy 50 pmot.Isilybinu (SB) a 70-galloylsilybinu
(7GSB) zakladni elektrolyt fosfatovy pufr (pH 7,4)pba akumulace 30 s, CV parametry:
pocateEni potencial (0 V), potencial obratu (+1,5 V), komg potenciél (0 V), rychlost skenu
1 V.st, SWV parametry: pgateini (0 V) a koncovy (+1,5 V) potencidl, frekvenced28z.

Antiradikalova aktivita a celkova antioxitta kapacita byla dale studovana pomoci
DPPH testu a chemiluminiscence. Kemi antiradikadlové aktivity byla pouzita metoda
zh&Seni DPPH radikalu (viz 4.3.4.1) (obr. 28). egelk byl vyjaden jako schopnost
studovanych latek (v koncentracich 10, 25 as®l.I") vychytavat difenylpikrylhydrazylovy
radikal v porovnani s troloxem. Antiradikadlova akt 7-O-galloylsilybinu je vysSSi nez u
samotného silybinu i troloxu. Dale byla studovamdkava antioxidani kapacita pomoci

chemiluminiscence (viz 4.3.4.2). Vysledek byl vy jako ¢as v sekundach, po ktery
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studované latky byly schopny inhibovagtinou emisi [159]. Zpozahi chemiluminiscence

koresponduje s nastajici antioxidani (antiradikalovou) aktivitou.

100+
807 M sB *
B 7-GSB
60-
O Trolox
40+

#

antiradikalova kapacita (%) >

207 }‘ #
0 ‘ ‘
10 25

koncentrace (umol.I")

Obrazek 28. (A) DPPH, *hodnota signifikantn odliSna od

50

2500

2000+

=
o
o
o
1

1000+

500+

zpozd éni chemiluminiscence (s)

o
P

B
] =--@--Trolox
—u—7-GSB
{ —m—SB px
’l=. |
/ ’
ng’
sa’a—n m =
0 5 10 15 20 25
koncentrace ( pmol.l %)
troloxu (p<0,01), #

signifikantni rozdily mezi ©-galloylsilybinem (7-GSB) a silybinem (SB); 100%58,9%

inhibice a(B) chemiluminisce&ni test.

5.1.4.3 Prooxid&ni vlastnosti

Prooxid&ni vlastnosti komplek 7-O-galloylsilybinu a silybinu s Cii byly studovany

pomoci elektrochemickych a elektroforetickych metidmplexace Ci se silybinem byla

jiz popsana vyse (obr. 16). PraOfgalloylsilybin je komplexace ukazana na obr. 2% (v

4.3.5.1). Proudova odezva oxtt@ho piku G (pyrogallova skupina) a oxidého piku 2

s rostouci koncentraci €uvyrazre klesla aZz do Upiného vymizeni. Naproti tomu mirimha

proudovéa odezva piku 1 byla detekovana i fidgvku 20umol.I* Cu#* (obr. 29).
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Obrazek 29. (A) SW voltamogramy a(B) zavislost vySky pik 7-O-galloylsilybinu
na koncentraci Cii; koncentrace B-galloylsilybinu 10pmol.I*, 100 % = vyska oxidaiho
piku G bez fitomnosti CG*, zakladni elektrolyt fosfatovy pufr (pH 7,4). SWparametry:
pocateEni (0 V) a koncovy (+1,4 V) potencial, frekvenced29z.

Pro owieni stechiometrického pamu komplexu 70-galloylsilybinu/Cu byla
provedena UV/VIS spektroskopicka analyza (viz 423.5 Absorgni spektrum 7O-
galloylsilybinu ukazuje dvaigkryvajici se piky  vinové délce 206 nm a 225 nm a jedén p
286 nm. Srostouci koncentraci Cplesa vysSka absotpich pas 7-O-galloylsilybinu

(obr. 30). Uvedena interakce €us 7:0-galloylsilybinem byla provedena w¥ipmnosti
molekularniho kysliku.

A
1.0 - 1004
koncentrace CuCb (umol.I™)
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Obrazek 30Q (A) Absorgni spektra gB) zavislost absorbanceipinové délce 206, 225 a

286 nm 70O-galloylsilybinu na koncentraci Cugl koncentrace -galloylsilybinu
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10 umol.I", 100 % = maximum absaipiho pasu -galloylsilybinu bez fitomnosti C4*

pii vinové délce 206 nm.

Studium oxidativnich modifikaci DNA bylo zaloZzema sledovani oxidaich piki
bazi guaninu (&) a adeninu (K) [162]. V pritomnosti posSkozujiciho agens dochazi
k poklesu  zmisnych  oxid&nich piki. Prooxid&ni  vlastnosti komplexu
7-O-galloylsilybin/Cubyly srovnany s prooxidaimi viastnostmi komplexu silybin/Cu a €u
v pritomnosti BO, (obr. 31A). Prooxidéni vlastnosti komplexu ©-galloylsilybin/Cu byly
niz&i nez u komplexu silybin/GuCyd”* v piitomnosti HO,.

Prooxid&ni vlastnosti komplekx 7-O-galloylsilybin/Cu a silybin/Cu v pitomnosti
H.O, vici dsDNA byly owieny elektroforeticky (viz 4.3.5.5) (obr. 31 B). Babyl studovan
vliv teleciho sérového albuminu (BSA) na poskozanfragmentaci DNA v iitomnosti
komplexi flavonolignari s CE* ionty. V piftomnosti proteinu dochazi k vyraznému peelai
prooxidanich vlastnosti kompléxflavonolignari s Cf*ionty viigi DNA.
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Obrazek 31. (A) Zavislost vysky piku & po inkubaci oligonukleotitl s komplexem
flavonolignan/kov v fitomnosti HO,. (B) Denzitometrickd detekce Ubytku dsDNA po
inkubaci s a) komplexem flavonolignan/kov, b) koeyam flavonolignan/kov viftomnosti
H.O, c¢) komplexem flavonolignan/kov Wipomnosti HO, a BSA. Koncentrace
flavonolignari byla 10 pmol:! a DNA 20 pg.mf (A) a 50 pg.mf (B), koncentrace BSA 10
pg.mi, zakladni elektrolyt acetatovy pufr (pH5). SWVrgmaetry: péateni (0 V) a
koneny (+1,5 V) potencial, frekvence 200 Hz, * mnozsteDNA v gitomnosti komplexu
signifikantre odlisné od mnoZstvi dsDNA wipomnosti Ca" (p < 0,01), # mnoZstvi dsDNA
v pritomnosti komplexu a D, signifikantré odliSné od mnozstvi dsDNA wipomnosti HO,

(p < 0,01), & mnozstvi dsDNA vifiomnosti komplexu a ¥, signifikantré odliSné od
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mnoZstvi dsDNA v ftomnosti CG" a HO, (p < 0,01), @ mnoZstvi dsDNA ¥ipmnosti

komplexu, HO, a BSA signifikants odliSné od mnozstvi dsDNA wipomnosti komplexu a
H.O, (p <0,01), % mnozstvi dsDNA ve vzorcich a,b p® Signifikantr¢ odliSné od

mnoZzstvi dsDNA ve vzorcich a,b pro 7GSB (p < 0,01).
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5.2 Elektrochemickd analyza interakci flavonolignad silymarinového
komplexu s membranami erytrocyti a HPLC-MS analyza metaboliii 3-O-
galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu

5.2.1 Interakce flavonolignam silymarinového komplexu s membranami erytrocyi
Interakce silybinu, hlavni obsahové komponentynsdyinu s lidskymi erytrocyty byla
studovana pomoax situvoltametrie (viz 4.4.1.2). Po inkubaci erytrotyge silymarinem
a naslednemiudkladném promyti erytrocytbyla interakce hodnocena na zaklgzorovani
prvniho oxid&niho piku silybinu E, = +0,5 V) po adsorpci erytroaytna povrch PG
elektrody. SW voltamogramy erytrodyt s navazanym silymarinem byly srovnany
se samotnymi erytrocyty, 10 pmdi.lsilymarinem a L-argininem (obr. 32), ktery hraje

rozhodujici roli v detoxikaci amoniaku, produkciidx dusnatého a kreatinu [153].

A 70
erythrocyty (RBC) B @1 20
60 ceeeee RBC + SMN (100 pmol.l ) + L-Arg (200 pmolt ™) / °V1 00
1 = silymarin (SMN) (10 pmol.1 ) 2
504 - == elektrolyt f>-
7 = 80 1
§_ 40+ <
— g 60 +
— 30- ; Q.
o
] pik 1 £ 40
204 S
T
1 \ S 2 20 -
10- ot 5
E R ".-‘J-.M"; - % 0
0 T T T T T T r T T S Qg’o x\;@ é“’\g
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 & o
E|V (vs. Ag/AgCI) é,x” &
&

Obrazek 32 (A) SWV voltamogram silymarinu (SMN) po interakci syteocyty (RBC),
zakladni elektrolyt Britton-Robinsdm (pH 7,4), doba akumulace 60 s. SWV parametry:
pocateni (0 V) a koncovy (+1,4 V) potencial, frekvence 02Hz a (B) Procentualni
zastoupeni vysky oxidaiho piku 1 silybinu v analyzovanych vzorcich, 106%vyska
oxidasniho piku 1 silybinu B koncentraci silymarinu 10 pmot.l
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5.2.2 Metabolicka studie 39-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na lidskych
hepatocytech

5.2.2.1 Toxicita 30-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na lidskych hepatocytech
a Balb/c 3T3

Toxicita studovanych latek byla sledovana na modeiméarnich kultur lidskych
hepatocyi izolovanych odif multiorgadnovych dérfc(LH42, LH44 a LH45) a na Balb/c 3T3
mysich fibroblastech v koncentrdm rozmezi 0 aZ 50 pmet.po 24 h inkubaci (obr. 33).
Vedle vizualniho hodnoceni morfologickych &mbyla Zivotnost buk hodnocena MTT
testem (viz 4.4.2.5). Vysledky byly vyjgghy jako Zivotnost buik (%) ve srovnani
s kontrolni kulturou, ktera byla inkubovana stejndobu v médiu bez testovanych latek.
3-O-galloylkvercetin ani 7-galloyltaxifolin nebyly v testovanych koncentrati¢oxicke
na modelu lidskych hepatodytZatimco na Balb/c 3T3 mySich fibroblastech bytqovan

toxicky efekt u 30-galloylkvercetinu pi koncentraci vy$si jak 25 pumétla u 70-
galloyltaxifolinu pi koncentraci vy3si jak 5 pmot.l

[ lidské hepatocyty W Balb/c3T3

thost (%)

da
o

Zivo

wr
o

1 5 10 25 50 1 5 10 25 50  pmoll?!

DMSO 3-0-galloylkvercetin 7-0-galloyltaxifolin

Obrazek 33. Zivotnost priméarnich lidskych hepatoéyta Balb/cT3T mysich fibroblast
po aplikaci 30-galloylkvercetinu a 7-galloyltaxifolinu v koncentracich 0-50 pmét,|
analyzovanych MTT testem po 24 h. Hodnoty jsonmg@rem = SD zeif méfeni. * hodnota
je signifikantr¢ odliSna od kontroly (p < 0,05) a ** (p < 0,01).

5.2.2.2 HPLC-MS 30-galloylkvercetinu-a 7-O-galloyltaxifolinu

3-O-galloylkvercetin a 7-galloyltaxifolin byly analyzovany pomoci HPLC ve
spojeni s ESI-QqTOF MS detektorem (viz 4.4.2.6)teRwmi ¢as pro 30-galloylkvercetin

a 7-0-galloyltaxifolin byl t= 11,9 min, resptr= 11,3 min. Vzniklé metabolity analyzované
v suspenzich lidskych hepatogysou uvedeny v tab. 4 a 5.
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Tabulka 4. Semikvantitativni zastoupeni metabbli3-O-galloylkvercetinu v lidskych
hepatocytech a kulti¢aim médiu. Vyjagieno v %, kde saiet nangienych koncentraci (8-
galloylkvercetinu + vzniklych metabalitodpovida 100 %). Bmérné hodnoty (n = 4).

3-O-galloylkvercetin

slouenin 2 tr hepatocyty médium

(min)| Oh 1h 2h Oh 1h 2h
3-O-galloylkvercetin (3GQ) | 453 11,9 93,6 79,8/ 81,0 90,8 719 759
kvercetin 301 12,7| 4,2 | 11,3] 6,3 6,9 4,8 3,6
kyselina gallova (GA) 169 1,4 | 2,2 2,0 1,9 28/ 10,4 8,8
glukuronid (3GQG) 629| 10,3 | n.d. 3,2 5,5 n.d 11,8 8,6
glukuronid (3GQG) 629| 10,9 | n.d. 1,3 2,0 n.d 4,6 3,2
methylderivat (3GQN) 467| 13,9 | n.d. 2,3 3,6 n.d 2,8 1,9
methylderivat (3GQM) 467| 14,6 | n.d. 0,4 0,7 n.d n.d. 0,5

n.d. nebylo stanoveno

Tabulka 5. Semikvantitativni zastoupeni metabblit7-O-galloyltaxifolinu v lidskych
hepatocytech a kulti¢aim médiu. Vyjageno v %, kde saiet nangienych koncentraci (O-
galloyltaxifolinu + vzniklych metabolit odpovida 100 %). Bmérné hodnoty (n = 4).

7-O-galloyltaxifolin

tr hepatocyty médium
(min) | Oh 1h 2h Oh 1h 2h
7-O-galloyltaxifolin- (7GT) | 455 11,3 | 8,4 6,3 8,1 13,7 4,3 2,9

slouéenina m/z

taxifolin 303 7,3 | 30,6| 344 414 36,7 335 338
kyselina gallova (GA) 169 14 | 285| 28,1 20,3 44,3 479 440
taxifolin sulfat (TS) 383 7,4 40 | 22,7\ 24,7 nd 10,6 155

taxifolin glukuronid (TQ) 479, 3,0 n.d. 1,0 1,7 n.d. 2,3 2,6
taxifolin glukuronid (TG) 479| 6,9 n.d. 2,3 2,2 n.d. 1.9 3,3
7-O-galloylkvercetin (7GQ) | 458 15,2 | 10,2 1,0 15 19 0,3 0,4
kvercetin 301 12,7 | 18,3 5,4 2,7 3,4 1,6 1,4

n.d. nebylo stanoveno

MS spektra 32-galloylkvercetinu n/z 453) a 70O-galloyltaxifolinu (m/z 455) jsou
ukadzana naobr 34. MS fragmentace obou latek patbikliminaci galloylu za vzniku
fragmentt m/z301m/z303.
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Obrazek 34.ESI/QqTOF MS spektréd) 3-O-galloylkvercetinu gB) 7-O-galloyltaxifolinu.

Vznik biotransformanich produki byl pozorovan po 1 h a 2 h peigani 50 pmolt
3-O-galloylkvercetinu a M-galloyltaxifolinu k suspenzi lidskych hepatogytLatky byly
testovany nactyiech fznych suspenzich hepatotyt(LH42, LH44, LH45 a LH48).
Po inkubaci 39-galloylkvercetinu a %-galloyltaxifolinu se suspenzi lidskych hepatdcyt
doSlo ke snizeni vysky pikptivodnich latek a tvokbnovych piki souvisejicich se vznikem
biotransformanich produki.

Hlavnimi biotransforménimi produkty 3©-galloylkvercetinu byly glukuronidy
a methylderivaty. Pozorujeme dva piky pro kazdyabelit souvisejici se vznikeniiznych
polohovych isomer. Glukuronidy 3GQG a 3GQG byly identifikovany v reteénichc¢asech
10,3 a 10,9 min a methylderivaty 3GQ8 3GQM v retergnich¢asech 13,9 a 14,6 min (obr.
35). U glukuronid byla pozorovana slabsi interakce se stacionamhingz u methylderivat
Metabolity 3O-galloylkvercetinu byly identifikovany na zaklaaharakteristického posunu
hmoty pro glukuronidyA 176m/2 a methylderivatyA 14m/2 (obr. 36).
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Obrazek 35.HPLC/ESI-QqTOF MS chromatogram biotransfotmiah produkd vzniklych
po 2 h inkubaci 33-galloylkvercetinu s lidskymi hepatocyty.
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Obrazek 36.ESI/QqTOF MS spektra biotransfortmach produkd vzniklych po 2 h inkubaci
3-O-galloylkvercetinu s lidskymi hepatocy() methylderivat gB) glukuronid. MS spektra
byla od€tena z chromatografického zaznamu ukazaném nasobr 3
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U 7-O-galloyltaxifolinu byly metabolity identifikcdny po roz&fpeni esterové vazby,
kdy vznika kyselina gallova a taxifolin, ktery jésied® premenén na glukuronidy TG a
TG, a taxifolin sulfat TS. Reteéni ¢asy pro TG, TG, a TS byly 3,0, 6,9 a 7,4 min (obr. 37).
Identifikace biotransformmich produki byla zaloZzena na posunu hmofi76 m/z u
glukuronidi a A60 m/z u sulfatu (obr. 38). Krog vySe zmignych produkt doSlo také
k oxidaci 70-galloyltaxifolinu na 7©-galloylkvercetin, ktery poskytuje chromatograficky

pik s retetnim ¢asem 15,2 min. D-galloylkvercetin nize byt také $pen za vzniku
kvercetinu, §= 12,7 min.
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Obrazek 37.HPLC/ESI-QqTOF MS chromatogram biotransfotimiah produki vzniklych
po 2 h inkubaci ©-galloyltaxifolinu s lidskymi hepatocyty.
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Obrazek 38.ESI/QQTOF MS spektra biotransfortmich produki vzniklych po 2 h inkubaci
7-O-galloyltaxifolinu s lidskymi hepatocyty(A) Taxifolin sulfat, (B) taxifolin glukuronid a
(C) 7-O-galloylkvercetin, MS spektra byla attena z chromatografického zaznamu

ukdzaném na obr 37.
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6. Diskuze

Konzumace stravy bohaté na polyfenoly se obguvazuje za proggnou pro lidsky
organismus. Protektivnicinky flavonoidi jsou gipisovany pedevsim jejich antioxidaim
a protizastlivym vlastnostem. &koliv bylo nalezeno velké mnoZzstvi molekularnichian
vitro pro jednotlivé flavonoidy, jejich farmakologicky ofencial je omezen, a to
pravdEpodobrg kvali relativné nizké biodostupnosti. Koncentrace flavorioid plazng je
nizka, nepesahuje obvykle vice neZzumol.I*, a tocasténs i kvali rychlému metabolismu
latek tkammi. Diky piitomnosti reaktivnich hydroxylovych skupin flavodgi prakticky
nepodléhaji prvni fazi transformace a jsou rovndanpnény na methylderivaty nebo
konjugovany pedevsim na glukuronidy a sulfaty [24]. Pro zvySstability, biodostupnosti,
transportu latekigs membrany bwk jsou navrhovany, syntetizovany a biologicky teatoy
nove derivaty firozere se vyskytujicich polyfenaél

V prvni ¢asti diserténi prace byla pozornost zétfena na elektrochemickou analyzu
vybranych flavonoid s cilem popsat mechanismus jejich oxidace, reiaktiantioxida&ni,
chelat&ni a prooxida&ni vlastnosti, dale na studium interakci flavonoéig: silymarinového
komplexu s membranami erytro@yta biotransformaci dvou névpripravenych galloyl
aktivni flavonoidy. Substituce pyrogallové skupmyize zvysit jejich rozpustnost ve vodném
prostedi, ale také ovlivnit jejich biologickou aktivitu.

6.1 Ex situ a in situ elektrochemicka analyza flavonolignaé pomoci
uhlikovych elektrod

Oxidace silybinu, hlavni obsahové komponer8itlybum marianum(ostropestc
mariansky), ajeho 2,3-dehydroderivatu (obr. 1llabzkouména pomoci voltametrickych
metod. Na zakladcilere methylovanych derivat 20-O-methylsilybinu a 7©-methylsilybinu
(obr. 11) bylo zji&no, Ze se silybin oxiduje ve dvou stupnich. Pruxidasni krok souvisi
s oxidaci hydroxylové skupiny na uhliku C20 kruha Bruhy oxidani krok souvisi s oxidaci
resorcinolovécasti molekuly (kruh A). U 2,3-dehydrosilybinu oxa probiha veréch po
soke jdoucich krocich. Nejive se oxiduje hydroxylova skupina na uhliku C3hkr & a dale
nasleduje stefnjako u silybinu oxidace hydroxylovych skupin ndilkkbh C20 a C5/C7 (obr.
12). Je rejmé, Ze dvojna vazba mezi uhlikem C2 a C3 davije labilitu vodikového atomu

hydroxylové skupiny na uhliku C3, coz zvySuje saiugi této hydroxylové skupiny podléhat
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oxidatnim d&jum a nasled® prispiva ke zvySeni reaktivity zkoumanych molekul r(oB9)
[60, 133].

Bylo ukazano, Ze 2,3-dehydrosilybin se oxiduje yyrazre nizSich potencialech
a tudiz nize byt v porovnani se silybinengianéjSim vychytavaem volnych radikd resp.
antioxidantem. Antioxidéni vlastnosti flavonolignanhodnocené na zakladgoltametrickych
metod byly nasledh srovnany svybranymi antioxidanty kvercetinem, imein,
isokvercitrinem a taxifolinem. Bylo zji&o, Ze flavonoly a taxifolin jsou ¢inngjSimi
antioxidanty v porovnani s flavonolignany (tab. 3).

Interpretace oxidaich piki leZicich pi potencidlech vySSich nez +1V je
komplikovana v dsledku pasivace elektrody. Na zakldgV experiment miZzeme usuzovat,
Ze @ vysSich potencialech polarizace elektrody dochdmavdpodobrg k tvorbs
polymerniho filmu, stej& jak bylo popsano nédpu 3,4-dihydroxyskiicové kyseliny [163,
164)]. Z linearni zavislosti velikosti proudu na Injasti polarizace elektrody (50-2000 mV)s
bylo zjiS&no, Ze redoxni &e flavonolignar jsou ovlivreny adsorpci (obr. 14). Viiv pH
zakladniho elektrolytu na vysku a potencial okidah piki byl studovan v Sirokém rozmezi
pH (2-12). S rostouci hodnou pH se potencial axidzh piki posouva sgrem k nule. Z
vysledii vyplyva, Ze oxidace flavonolign@nsouvisi s vyminou protomi a elektrof.
Maximalni proudova hodnota byla dosazena v nedtmélnprostedi (obr. 13).
Elektrochemické studie flavonaidnag. (+)-katechinu [129] potvrzuji obdobné chovani.
S rostouci hodnotou pH dochazi k posunu potendattrem k nule a ke zémé¢ velikosti
anodického proudu. VysSe zmdime vysledky byly ziskany ip plné pokrytém povrchu
elektrody flavonolignany. K plnému pokryti elektsod pyrolytického grafitu dochazitip
koncentraci silybinu 10 pmotiIpo 30 s akumulace (obr. 15). S rostouci dobou akare se
objevuje novy irreversibilni pik 1* ktery praggodobré souvisi s tvorbou adsorbované
vrstvy flavonolignaf na povrchu elektrody (obr. 15). Adsorpce seiZzen vyuZzit
pii prekoncentrénim kroku gred vlastni elektrochemickou analyzou nebiospudiu interakci
flavonolignari s biopolymery a busgnymi komponenty, jejichz mnoZstvi e byt
limitovano. K tomuto Gelu je vyuZivana adsatpi prenosova technika.

Antioxidatni kapacita polyfendl mize byt ovliviéna gitomnosti iont prechodnych
kovi reagujicimi s volnymi hydroxylovymi skupinami pédyold za tvorby komplek.
Chelatace sionty ipchodnych kofr byla popsana pro velké mnozstvi polyfénol
U flavonolignanu silybinu byla popsana interakcegina FE* [165]. V disertani praci byla
studovana komplexace flavonoligrias NF*, Fe*, CU** a Zrf* ionty. Po inkubaci silybinu s
vySe zmignymi ionty kowi doSlo k poklesu oxidaich piki silybinu. Pokles oxidanich piki
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souvisi s interakci volnych hydroxylovych skupimvbnolignafi s ionty kowi. Chelatace
byla detaili# zkoumana fedevsim u Ci ionti. Po gridavku C@" ionti k silybinu do$lo
k poklesu oxidaniho piku 2 a k tvorbnového oxidaniho piku (SB/Cu) (obr. 16). Glionty
pravdEpodobré interaguji s hydroxylovou skupinou na uhliku Cb5ului A a vedlejSi
oxoskupinou na kruhu C (obr. 39). Stechiometrickyngr komplexu silybin/Cé" byl urten
2:1. Podobné chovani bylo jiZz pozorovano ingui interakci F&" se silybinem [165] a
theaflavinem [166], Cli s kvercetinem [167, 168].

U interakci flavonolignain s dvouvlaknovou DNA izolovanou z teleciho brzlikya
pozorovana pouze nekovalentni interakce. Dvojnabaamn 2,3-dehydrosilybinu vede
ke konform&nim zmeénam ¢ast&nd planarita a hydrofobicita), které zvysuji afink DNA.
Podobr je tomu u kvercetinuc@st&né planarni hydrofobni systém) a taxifolinu (neplamar
hydrofilni systém). Nicmeéhn afinita kvercetinu, stefnjako 2,3-dehydrosilybinu, je z&a
nizSi v porovnéni s klasickymi interkalatory (dowbicin) [121]. Nasledujici experimenty
byly zangteny na studium interakci oligonukleatics flavonolignany v fitomnosti iond
piechodnych kofr, které vedou ,primart k modifikaci bazi a ,sekunda&h k oxidativhimu
poSkozeni DNA volnymi radikaly, kteréibeme pozorovat jako sniZzeni sighaidainich
piki guaninu a adeninu [169]. Mirné snizeni signatti &A™ bylo pozorovano i interakci
samotného flavonolignanu s DNA, coz pr&pddobré mize byt zfisobeno kompetici obou
latek o povrch elektrody. VyraZjsi pokles byl pozorovanipinterakci DNA s komplexem
silybinu s nédi, kdy se pravgpodobr tvori slozigjSi formy (adukty) [170]. Po fidavku
H,O, do reakni smesi dochazi k postupnému snizen®™ Ga A pikia (obr. 19).
Pravdspodobré dochazi ke vzniku adukt(DNA/silybin/Cu), kde se Cii redukuje na Clia
v piftomnosti HO, a vzdudného kysliku dojde &pk oxidaci na C&, piicemz vznikaji

reaktivni hydroxylové radikaly, které &pobuji fragmentaci DNA [33].
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Obrazek 39 Hydroxylové skupiny (A) silybinu a (B) 2,3-dehydrosilybinu obecr
zodpowdné za prooxida&ni vlastnosti [171]- antioxida&ni vlastosti [121]- chelataci ioni
kovii [121].

Na zaklad voltametrickych analyz &-galloylkvercetinu, 39-galloylsilybinu a 7©-
galloylsilybinu a jejich strukturnich komponent keetinu, silybinu, kyseliny gallové a jejiho
methylesteru byl studovan vliv substituce gallatera antiradikalove, antioxidai a
prooxid&ni vlastnosti silybinu a kvercetinu.

Ze ziskanych vysledkvyplyva, Zze u 32-galloylsilybinu a 7©-galloylsilybinu doslo
k vyraznému zvySeni antiradikaloveé resp. antioxmil&apacity (obr. 21). iedpoklada se, Ze
pyrogallova skupina u ®-galloylsilybinu a 7©-galloylsilybinu se oxiduje jako prvni,
podobrE jako nap. katecholové skupina u epikatechin gallatu [1T2B-O-galloylkvercetinu
nemizeme jednozrmé potvrdit, jestli se nejdve oxiduje pyrogallovd skupina
nebo katecholova skupina na kruhu B. Antiogitakapacita 7-galloylsilybinu byla déale
zkoumana pomoci DPPH testu a chemiluminignémetodou (obr. 28). @hbtyto techniky
potvrzuji vySSi antiradikaloveé resp. antioxidavlastnosti 70-galloylsilybinu v porovnani se
silybinem. ZvySeni antiradikadlové resp. antioxidia aktivity 7-O-galloylsilybinu je
pripisovano hydroxylovym skupinam pyrogallové skupiromé antioxid&nich vlastnosti
byly také srovnany prooxidai vlastnosti 79-galloylsilybinu a silybinu. Z naSich vysledlk
vyplyva, Ze mdd’naté ionty pravépodobrg tvoii komplexy jak mezi hydroxylovymi
skupinami na uhliku C4" a C3’/C5” (struktura na @by, tak mezi hydroxylovou skupinou na
uhliku C5 a oxoskupinou na uhliku C4 (obr. 29) zx¥alenych experimentalnich podminek se

u silybinu hydroxylova skupina na uhliku C20 do q@su chelatace &l pravdspodobrs
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nezapojuje. Prooxidai (Cinky 7-O-galloylsilybinu jsou signifikant& nizSi nez u silybinu
(obr. 31), coz mize byt spojeno s tvorbouckolika komplexi s tiznym prooxida&nim
potencidlem a/nebo zablokovanim hydroxylové skumiayuhliku C7, ktera fize gispivat

k prooxid&nim vlastnostem silybinu (obr. 39) [171]. Vitomnosti teleciho sérového
albuminu jsou prooxidami &inky komplexu flavonolignanu s&di vac¢i DNA vyrazre
potlaieny, coz je fipisovano jeho antioxidaim vlastnostem [173] a také schopnosti vazat
ionty prechodnych kot [174]. Antioxida&ni a prooxid&ni vlastnosti flavolignain jsou

schematicky ukazany na obr. 40.

k
1

g Legenda:
=g F-protein —=- Prooxidacni reakce
;g | |+ Protein -—— Protektivni Gginek
2 Flavonolignan (F) — PoSkozeni DNA
2 (napt. silybin) =========%
E | +Prechodnék :
1 + Prechodnékovy | + Protein )
- i (M: Fe, Cu) ! - F/M-protein
« [ M i (nereaktivni systém)
2 FIM 1 ;
o |(reaktivni kovové komplexy) == —— :
:E : + Ozl H202 1
5 +DNA |-- .
) - ': \&r i
3 | ROS :
5 (volné radikaly) !
S F/M-DNA ] |
o (komplexy s DNA) |' """" . '6; _I-TQEJ-E-“-

Obrazek 40. Antioxidatniho a prooxidéniho pisobeni studovanych flavonoligngnF =

flavonolignan, F/M = reaktivni kovové komplexy.

6.2 Elektrochemicka analyza interakci flavonolignami silymarinového
komplexu s membranami erytrocyti a HPLC-MS analyza metabolifi

3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu

Nedavno bylo prokazano, ze erytrocyty mohouitvkomplexy s polyfenoly a tak se
podilet na ochranburek proti poskozeni indukovaném reaktivnimi formangsliku [175].
V disert@&ni praci bylo ukazano, Ze silymarin ajeho hlavidzlsa silybin interaguje s
membranami erytrocyt Antioxidaini kapacita vazaného silybinu byla studovany poneaci
situ SWV voltametrie. Pro posouzeni vazby silymarinuengrocyty byl sledovan prvni

oxidaeni pik silybinu &, = +0,5 V) po adsorpci silymarinem modifikovanyafyteocyti na
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povrch elektrody (obr. 32). Oxidai pik souvisi s oxidaci hydroxylové skupiny nailahl
C20. Oxid&ni pik silybinu byl pozorovan po vaglsilymarinu na erytrocyty, coZz znamena,
Ze silymarinové komponenty mohou podléhat oxidacipovrchu erytrocyi, a tak sobit
jako antioxidanty, a to nejen v roztoku, ale takévpzl¥ na membranoveé systémy. Po delSim
promyvani vytvéeny komplex disocioval, coz se projevilo poklesemidainiho piku
silypinu. To souvisi sreverzibilni vazbou flavodibi na buréné membrany. Na
voltamogramu (obr. 32) Ize pozorovat dalSi oxidapiky, které pravégpbodobré souviseji

s oxidaci ostatnich komponent silymarinu (@najavonoli), ale také s oxidaci komponent
buréénych membran a Sirokym spektrem slenin navazanych na membrany erytrdcyt
nativnim stavu. Na zaklad dosaZzenych vysledk piredpokladame, Ze flavonolignany
silymarinového komplexu mohou interagovat s memdmmdinerytrocytt a tim se podilet
na jejich protekci ped volnymi radikaly.

Dale byla zkoumana toxicita @-galloylkvercetinu a ®-galloyltaxifolinu na
buréénych modelech. Butné modely maji nezastupitelnou Ulohu ve vyzkumuolgjickée
aktivity, cytotoxicity i metabolizace. Nicmérpii interpretaci vysledk je také dlezité brat
v Gvahu, Ze tyto modely nemohou pinit funkci kontpieo organismu. Toxickédgobeni
obou latek bylo studovano na dvou Beémych modelech, lidskych hepatocytech a mysich
fibroblastech Balb/c 3T3. K posouzeni vlivu testogeh latek na zZivotnost bk byla
pouzita metoda zaloZena na redukci tetrazoliovypthbainiénymi oxidoreduktazami (MTT).
Po 24 hodinové inkubaci obou latek s lidskymi hepgty (v koncentrénim rozmezi
1-50 pmol.") nedoslo k signifikantnimu ovlivmi Zivotnosti jak u 32-galloylkvercetinu,
tak u 7O-galloyltaxifolinu. Naproti tomu P testovani stejnych koncentraci za stejnych
experimentalnich podminek na mysich fibroblasteatb/s8 3T3 doslo k ovlivéni Zivotnosti
burek (obr. 33). Rozdilna toxicita na izolovanych heggtech a metabolicky
nekompetentnich proliferujicich btk byla ukazana nacholika in vitro modelech [176].
Pro néasledujici metabolické studie s lidskymi hepgly byla vybrana netoxicka koncentrace
50 umol.I* pro ok studované latky.

Hlavnimi biotransforménimi produkty 3O-galloylkvercetinu byly glukuronidy a
methylderivaty, coz je v souladu s vysledky biosfanmanich analyz kvercetinu [177].
Semikvantitativni analyza ukazala, Ze biotransfaen8O-galloylkvercetinu je porrné
omezena. Pouze 20 % vychozi latky bylo po 2 h iakulremenéno na dané metabolity.
Vznik glukuronidi 3-O-galloylkvercetinu byl dvakrat vyssi v porovnamnsthylderivaty.

Biotransformani produkty 70©-galloyltaxifolinu, glukuronidy taxifolinu a taxiim

sulfat byly identifikovany po roz&peni esterové vazby na kyselinu gallovou a taxifdliale
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byla pozorovana oxidace (-galloyltaxifolinu na 76-galloylkvercetin. Oxidace ©-
galloyltaxifolinu a taxifolinu na ©-galloylkvercetin resp. kvercetin byla popsana také
burgcnych liniich mySich makrofag RAW 264.7 [178]. Po 2 hodinové inkubaci bylo
piemenéno 70 % 70-galloyltaxifolinu na vySe popsané biotransfotmigprodukty (obr. 39).

A C

GA 3GQ—> konjugacnireakce oH oH

0.0, _.COOH

OCH
’77 ’
e HO o HO o] HO OH
P | OH
. |
.
o (o]

kvercetin * o O on o o oH
OH OH

OH
methyl derivat 3-0-galloylkvercetinu

B : T glukuronid 3-0O-galloylkvercetinu

L» GA< 7GT

.

kvercetin taxifolin

l taxifolin sulfat glukuronid taxifolinu

Y
konjugacnireakce

Obrazek 39. BiotransformacgA) 3-O-galloylkvercetinu (3GQ) &B) 7-O-galloyltaxifolinu
(7GT). (C) Navrzené biotransformiai produkty 3GQ (methylderivat a glukuronid CB-
galloylkvercetinu) a 7GT (taxifolin sulfat a taxiiio glukuronid). Uveden je vZzdy pouze jeden

z moznych polohovych izomierGA: kyselina gallova, 7GQ: ©-galloylkvercetin.
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7. ZAVER

Disertani prace se zabyvala studiem elektrochemické ogidgbranych flavonoiil
jejich interakci s deoxyribonukleovymi kyselinamipeoteiny a biotransformaci s vyuzitim
fyzikalné-chemickych metod, jako je elektrochemie a hmotmostpektrometrie. Bylo

dosaZenogchto vysledk:

» Elektrochemickd oxidace flavonolignama povrchu uhlikovych elektrod probiha
vicekrokow a je zavisla na pH elektrolytu.

» Silybin se oxiduje ve dvou stupnich, jako prvnicseduje hydroxylova skupina na
uhliku C20 a néasledresorcinolova skupina kruhu A.

» 2,3-dehydrosilybin se oxiduje véeth krocich, jako prvni se oxiduje hydroxylova
skupina na uhliku C3, dale hydroxylova skupina irdiku C20 a resorcinolova
skupina kruhu A.

» 2,3-dehydrosilybin  m& vysSi antiradikalovou resgicxidatni aktivitu a je
reaktivrgjSi v porovnani se silybinem.

* Redoxni dje studovanych flavonolignaérjsou ovlivreny jejich adsorpci.

» Hydroxylové skupiny flavonolignan umo#iuji chelataci sfechodnymi kovy,
predevsim CH.

» Substituce silybinu gallatem v pozici C7 a C3 zygSantiradikalovou/antioxidani
aktivitu a sniZzuje prooxidani vlastnosti.

* Flavonolignany interaguji s DNA, komplexy flavorgiiami s médi tvaii s DNA
adukty a v pitomnosti HO, dochazi k oxidativnimu poskozeni a fragmentaci DNA

* Flavonolignany silymarinového komplexu interagufnembranou erytrocit

» Biotransform&nimi  produkty  3©-gallyolkvercetinu  jsou  glukuronidy a
methylderivaty.

» 7-O-galloyltaxifolin podléhan vitro hydrolyze na kyselinu gallovou a taxifolin, také

se oxiduje na B-galloylkvercetin.

Ziskané vysledky mohou byt dale vyuzity pro studistability a intermolekuléarnich
interakci flavonoid a obecy k dalSimu vyzkumu oxidace polyfenolovych latek.s\eédky

piedkladané v disertai praci ispivaji k detail&Simu pochopeni metabolismu
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flavonolignari a flavonoti a k specifikaci jejich molekularnich @il Informace o
biotransformanich procesech flavoniblgalloyl derivati) in vitro mohou byt dale vyuZzityip

identifikaciin vivo metabolifi a k analyze jejich biologické aktivity a toxicity.
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