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SOUHRN 

Disertační práce se zabývá studiem  elektrochemické oxidace vybraných flavono- 

lignanů, jejich interakcí s deoxyribonukleovými kyselinami a proteiny a biotransformací nově 

připravených galloyl derivátů kvercetinu a taxifolinu na lidských hepatocytech. Byly 

studovány antioxidační a prooxidační vlastnosti flavonolignanů silybinu, jeho methylovaných 

derivátů, 2,3-dehydrosilybinu a gallátů silybinu. Z dalších flavonoidů kvercetin, rutin, 

isokvercitrin a taxifolin. Oxidace polyfenolů byla studována pomocí ex situ a in situ cyklické 

voltametrie, diferenční pulzní voltametrie a voltametrie s vkládaným pravoúhlým napětím na 

elektrodě z pyrolytického grafitu a skelného uhlíku. Oxidace probíhá vícekrokově a je závislá 

na pH prostředí. Flavonolignany a jejich deriváty reagují nekovalentní interakcí 

s deoxyribonukleovými kyselinami (DNA) na rozdíl od jejich reaktivních komplexů s ionty 

přechodných kovů, které mohou poškozovat DNA tvorbou aduktů nebo sekundární produkcí 

volných radikálů. V přítomnosti volných radikálů dochází k oxidativnímu poškození DNA 

a k fragmentaci molekuly DNA. Fragmentace DNA byla studována pomocí gelové 

elektroforézy a pro purifikaci poškozené DNA bylo využito magnetoseparačních technik. 

Získané výsledky přinesly nové poznatky o reaktivitě, stabilitě, antiradikálových resp. 

antioxidačních a prooxidačních vlastnostech flavonoidů, a charakteru jejich interakce s 

biomakromolekulami. Flavonolignany působily jako antioxidanty nejen v roztoku, ale také po 

vazbě na membrány erytrocytů. Interakce mezi flavonolignany a erytrocyty byla zkoumána 

pomocí ex situ voltametrie s vkládaným pravoúhlým napětím na elektrodě z pyrolytického 

grafitu. Na základě dosažených výsledků lze předpokládat, že flavonolignany interagují 

s membránami erytrocytů. 

Další část disertační práce je zaměřena na identifikaci biotransformačních produktů 

flavonoidů 3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na izolovaných lidských 

hepatocytech. Toxicita 3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu byla nejprve ověřena 

na myších fibroblastech a lidských hepatocytech. Pomocí hmotnostní spektrometrie bylo 

zjištěno, že 3-O-galloylkvercetin  se metabolizuje přímo na glukuronidy a methyl deriváty na 

rozdíl od  7-O-galloyltaxifolinu, který se může oxidovat na galloylkvercetin, nebo štěpit 

na taxifolin a kyselinu gallovou s následnou glukuronidací a/nebo sulfatací. Biotransformace 

obou látek je doprovázena štěpením esterové vazby buněčnými enzymy. Výsledky poskytují 

základní pohled na biotransformaci esterů flavonoidů a mohou být použity při detailnějším 

studiu farmakologického potenciálu nově připravených polyfenolových látek. 
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SUMMARY 

This dissertation thesis focuses on in vitro studies of flavonoids, their interactions with 

deoxyribonucleic acids (DNA) and proteins, and an analysis of the biotransformation of 

flavonoids by newly developed methods, especially electrochemical and mass spectrometric 

approaches. 

First, the antioxidant and prooxidant properties of flavonolignans (silybin and its 

methyl-derivatives, 2,3-dehydrosilybin and silybin galloyl esters) and selected flavonols were 

studied by voltammetric and electrophoretic methods. The oxidation of the compounds is a 

pH-dependent and multistep reaction, which was studied using ex situ/in situ cyclic 

voltammetry, differential pulse voltammetry and square wave voltammetry at pyrolytic 

graphite and glassy carbon electrodes. Flavonolignans and their derivatives exhibit only weak 

non-covalent interactions with DNA in contrast to flavonolignan/metal complexes that induce 

DNA damage via the formation of adducts and generation of free radicals. Magnetoseparation 

techniques were used for the isolation and purification of DNA fragments and adducts. The 

results presented here provide new evidence on the reactivity, stability, antioxidant and 

prooxidant properties of flavonoids and their ability to interact with DNA, proteins, lipids and 

other biomacromolecular systems. Flavonolignans act as antioxidants, not only in solution but 

also after binding to erythrocyte membranes. Interactions between silymarin (or pure silybin) 

and erythrocytes were examined by ex situ square wave voltammetry using a pyrolytic 

graphite electrode. Based on these results, we assume that flavonolignans interact with the 

membranes of erythrocytes where they could modulate the redox balance in erythrocytes. 

The next part of this thesis is focused on identifying the biotransformation products of 

the semisyntheticaly prepared flavonoids 3-O-galloylquercetin and 7-O-galloyltaxifolin using 

isolated human hepatocytes. Prior to biotransformation analysis, the cytotoxic effects of 

flavonoids were examined using MTT assay in mouse fibroblasts and human hepatocytes. 

Using mass spectrometry analysis, it was found that 3-O-galloylquercetin is transformed 

directly into glucuronides and methyl derivatives, in contrast to 7-O-galloyltaxifolin, which 

could be oxidized to galloylqercetin or deconjugated into taxifolin and gallic acid, followed 

by glucuronidation or sulfation. The biotransformation of both substances is accompanied by 

the cleavage of ester linkages by cellular enzymes. The results presented here provide a basic 

overview of the biotransformation of flavonoid esters and could be used in further studies on 

the pharmacological potential of newly designed polyphenols. 
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1. ÚVOD 

Polyfenoly představují rozmanitou skupinu přírodních látek a jsou přítomny téměř 

u všech rostlin. Vzhledem k jejich zastoupení v ovoci a zelenině se významně podílí také 

na složení lidské stravy [1]. Spolu s alkaloidy a isoprenoidy je řadíme mezi sekundární 

metabolity. Tyto látky zastávají mnoho různých funkcí, může se jednat o látky prospěšné 

(slouží jako signální molekuly, pigmenty, odoranty nebo ochrana proti virům, bakteriím aj.) 

a/nebo degradační produkty metabolismu rostlin [2]. 

Rostlinné extrakty bohaté na polyfenoly jsou široce používány v tradiční 

a komplementární medicíně, např. silymarin (extrakt z ostropestřce mariánského) se používá 

jako hepatoprotektivum [3]. Polyfenoly jsou v dnešní době studovány především pro jejich 

protektivní účinky na lidský organismus. Potrava bohatá na polyfenoly může snižovat riziko 

vzniku kardiovaskulárních [4], nádorových, neurologických [5] a jiných chronických 

onemocnění. Mnoho prací se zabývá studiem jejich protizánětlivých, protinádorových, 

antibakteriálních, antimikrobiálních a antimutagenních vlastností [6]. Zmíněné biologické 

aktivity jsou odvozeny především od jejich antioxidačních, antiradikálových a chelatačních 

účinků. Při vychytávání volných radikálů polyfenoly vznikají fenoxylové radikály, které se za 

určitých podmínek, v přítomnosti iontů přechodných kovů, chovají prooxidačně, poškozují 

biomakromolekuly, DNA, proteiny a lipidy [7].  

V disertační práci jsem se zaměřila na studium elektrochemické oxidace, reaktivity, 

stability, antioxidačních, resp. prooxidačních vlastností vybraných flavonoidů, interakci 

flavonolignanů silymarinového komplexu s membránami erytrocytů a na identifikaci 

biotransformačních produktů nově připravených derivátů kvercetinu a taxifolinu 

na izolovaných lidských hepatocytech. 
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2. PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU PROBLEMATIKY 

 

2.1 Fyzikální a chemické vlastnosti polyfenolů 

Polyfenoly mají ve své struktuře alespoň dvě aromatická jádra substituovaná alespoň 

dvěma hydroxylovými skupinami [8]. Fyzikální a chemické vlastnosti polyfenolů jsou úzce 

spojeny s jejich reaktivitou a biologickými účinky. Hydroxylové skupiny polyfenolů jsou 

ve vodném prostředí ionizovány a mají vlastnosti slabých kyselin. Jsou dobrým donorem 

vodíku a mohou vytvářet inter- a intramolekulární vodíkové vazby, které zvyšují teplotu tání a 

snižují rozpustnost polyfenolů. Mohou tvořit stabilní radikály. Hydroxylové skupiny jsou 

schopné vytvářet koordinační vazbu s ionty kovů. Mezi další chemické vlastnosti patří 

cis-trans isomerie u jednoduchých fenylpropanoidů a jejich derivátů. Biosyntézou 

polyfenolových látek vznikají trans izomery, které jsou dále účinkem UV záření přeměněny 

na cis formu [9]. Zatímco izomerie výrazně neovlivňuje fyzikálně-chemické vlastnosti 

polyfenolů, některé specifické interakce s buněčnými receptory jsou na izomerii závislé. 

Například izomer silybinu B interaguje s estrogenovými receptory na rozdíl od izomeru A 

[10]. 

Polyfenoly jsou obvykle pevné látky. Žluté zbarvení flavonoidů, červené nebo modré 

anthokyaninů je způsobeno přítomností konjugovaných systémů. Mezi jejich další důležité 

vlastnosti patří rozpustnost, která je závislá na struktuře. S rozpustností souvisí schopnost 

interagovat s buněčnými membránami. Obecně platí, že prostřednictvím volné difúze mohou 

vstupovat do buněk snadněji hydrofobní sloučeniny než látky hydrofilní např. glykosidy. 

Nicméně buňky disponují dalšími aktivními transportními mechanismy usnadňujícími vstup 

fenolových látek [9]. 

 

2.2 Základní rozdělení polyfenolů 

Polyfenoly tvoří jednu z nejpočetnějších a široce distribuovaných skupin přírodních 

látek. V současné době je známo více než 8000 fenolových struktur, z nichž bylo 

identifikováno více než 4000 flavonoidů [8, 11]. Rozmanitost a široká distribuce polyfenolů v 

rostlinách vede k různým způsobům dělení těchto přirozeně se vyskytujících látek. Polyfenoly 

mohou být klasifikovány podle rostliny, ze které byly izolovány, biologické funkce a 

chemické struktury. Polyfenoly v rostlinách jsou buď ve formě glykosidů nebo polymerů [8]. 

U O-glykosidů se sacharidová část váže především na hydroxylovou skupinu v pozici 3 nebo 

7, zatímco u C-glykosidů se jedná o pozici na uhlíku C6 nebo C8 [12]. Mezi nejběžnější 
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cukerné jednotky patří L-rhamnosa, D-glukosa, glukorhamnosa, galaktosa nebo arabinosa 

[13]. Pro zjednodušení je následující klasifikace polyfenolů uspořádána podle chemických 

struktur aglykonů (obr. 1). 

 

Obrázek 1. Dělení fenolových látek na základě jejich struktury (upraveno podle [11]). 

Jednou z nejrozšířenějších skupin polyfenolů jsou flavonoidy. Základní strukturu flavonoidů 

tvoří flavanový skelet (2-fenyl-benzo-γ-pyran), který se skládá z 15 atomů uhlíku, 

uspořádaných do tří kruhů (C6-C3-C6), označených A-C-B (obr. 2) [12, 14]. Jednotlivé 

flavonoidy se liší v uspořádání hydroxylových a methoxylových skupin, typem 

glykosidického zbytku a typem propojením mezi kruhem A a B [8]. 

 

 

 

 

 
 
Obrázek 2. Základní skelet flavonoidů (převzato z [12, 13]). 
 

Na základě rozdílné struktury mohou být flavonoidy rozděleny do šesti tříd: flavony, 

flavonoly, flavanony, flavan-3-oly, anthokyanidiny a isoflavony. Dělení je založeno 

především na přítomnosti (nebo nepřítomnosti) oxo skupiny v poloze C4 na kruhu C, dále 
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na dvojné vazbě mezi uhlíkovými atomy C2 a C3 na kruhu C, a na hydroxylových 

substitucích kruhu B (tab.1).  

 

Tabulka 1. Klasifikace flavonoidů na základě jejich struktury (upraveno podle [8]). 

třída flavonoidů hlavní struktura sloučeniny hydroxylová substituce * 

flavony 
O

O  

luteonin 
krysin 

5, 7, 3´, 4´-OH 
5, 7 –OH 

flavonoly 
O

O
OH

 

kvercetin 
kaempferol 

3, 5, 7, 3´, 4´ -OH 
3, 5, 7, 4´ -OH 

flavanony 
O

O  

naringenin 
taxifolin 

5, 7, 4´ -OH 
3, 5, 7, 3´, 4´ -OH 

flavan-3-oly O

OH  

(+)-katechin 
(-)-epikatechin 

3, 5, 7, 3´, 4´-OH 
3, 5, 7, 3´, 4´-OH 

anthokyanidiny O
+

 

apigenidin 
kyanidin 

5, 7, 4´-OH 
3, 5, 7, 3´, 4´-OH 

isoflavony 

O

O

 

genistein 

daidzein 

5, 7, 4´-OH 

7, 4´-OH 

* pro číslování viz obr. 2 
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2.3 Biosyntéza fenolových látek 

Stavební jednotky polyfenolů jsou odvozeny ze dvou hlavních metabolických cest, 

šikimátové a acetát-malonátové dráhy (obr. 3). Chloroplasty rostlinných buněk přeměňují 

oxid uhličitý na glyceraldehyd-3-fosfát, který je dále transformován nebo akumulován ve 

formě zásobních cukrů, jako je sacharóza a škrob. Ty jsou podle potřeby využity 

při glykolýze (na hlavní produkty: glyceraldehyd-3-fosfát, fosfoenolpyruvát a pyruvát) nebo 

v pentozafosfátové dráze (na hlavní produkty: erythrosa-4-fosfát a glyceraldehyd-3-

fosfát) [15]. 

 

Obrázek 3. Schéma biosyntézy fenolových látek (upraveno dle [15]). 

 



PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU PROBLEMATIKY 

6 
 

Centrální úlohu v biosyntéze převážné většiny fenolových látek má fenylpropanoidová 

dráha. Fenylpropanoidy jsou odvozeny od fenylalaninu, který vzniká šikimátovou cestou, kdy 

vzniká kyselina skořicová působením fenylalaninamoniaklyasy [16]. Dále dochází k přeměně 

kyseliny skořicové na p-kumarovou působením 4-monooxygenasy kyseliny skořicové, 

následně kyselina kávová, methylací kyselina ferulová a její methylací kyselina sinapová [9]. 

Flavonoidy jsou pak synthetizovány z kumaryl-CoA a malonyl-CoA. Reakci 

katalyzuje chalkonsyntasa. Produkt reakce je tetrahydroxychalkon, který je 

chalkonisomerasou přeměněn na naringenin (flavanon). Naringenin je hydroxylován 

flavanon-3-hydroxylasou za vzniku dihydrokaempferolu (dihydroflavanol). Dihydroflavanoly 

jsou přeměněny flavonolsyntasou na flavonoly (kaempferol, kvercetin a myricetin). 

Hydroxylace kruhu B kaempferolu, naringeninu a apigeninu je katalyzována flavonoid-3´-

hydroxylasou. Klíčovým metabolitem, z něhož vznikají anthokyanidiny, je dihydroflavonol 

(např. dihydrokaempferol-4-reduktasa je enzym přeměňující dihydrokaempferol na 

leukopelargonidin). Specifické glykosyltransferasy a acyltransferasy přeměňují 

anthokyanidiny na anthokyaniny. 2-hydroxyisoflavony vznikají oxidací flavanonů 

katalyzovanou cytochromem P-450 a následně podléhají dehydrataci za vzniku isoflavonů 

[9].  

 

2.4 Biologická aktivita polyfenolů 

Polyfenoly vykazují široké spektrum biologických aktivit, protizánětlivou [17, 18], 

antibakteriální [13], antivirální [13, 17], hepatoprotektivní [13] či protinádorovou [19, 20]. 

Jejich ochranný účinek, např.  resveratrolu, se uplatňuje také u některých neurologických 

onemocnění [21]. Mají kardioprotektivní a antidiabetický (např. katechiny [22], anthokyaniny 

[23]) potenciál. Zmíněné biologické aktivity jsou především dány jejich antioxidačními a 

antiradikálovými účinky, chelatační aktivitou a jejich specifickou vazbou na buněčné 

receptory. Buněčné kultury se často používají ke studiu účinků polyfenolů a poskytují mnohé 

důležité výsledky. Nicméně při interpretaci se musí zohlednit následující aspekty. Při 

kultivačních podmínkách mohou být buňky vystaveny stavu hypoxie. Oxidativní stres může 

různými způsoby ovlivňovat jejich vlastnosti např. proliferaci. Používaná kultivační média 

jsou často deficitní na antioxidanty, především na tokoferol a askorbát, což může vést 

k neadekvátní interpretaci antioxidační kapacity polyfenolů. Také je popsáno, že polyfenoly 

ve vysokých koncentracích nejsou stabilní v kultivačním médiu. Může dojít k jejich oxidaci, 
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kdy vznikají reaktivní oxidační produkty (chinony, semichinony, H2O2). Falešně pozitivní 

výsledky mohou být monitorovány např. při testování genotoxicity in vitro [24]. 

 

2.4.1 Antioxidační aktivita polyfenolů 

Antioxidační resp. antiradikálová aktivita závisí na uspořádání jednotlivých funkčních 

skupin na základním flavanovém jádře. Kromě konfigurace, dalších substitucí a celkového 

počtu hydroxylových skupin ovlivňuje antioxidační aktivitu také přítomnost, pozice, struktura 

a celkový počet cukerných zbytků [13]. Aglykony se považují za účinnější antioxidanty než 

jejich glykosidy [25]. Zvyšující se stupeň polymerizace zvyšuje účinnost prokyanidinů vůči 

různým radikálovým formám, např. prokyanidinové heptamery a hexamery jsou účinnějšími 

vychytávači superoxidového aniontu než monomery [26].  

 

Mechanismus antioxidačních účinků flavonoidů zahrnuje: 

1. inhibici enzymů regulujících tvorbu reaktivních forem kyslíku (ROS), např. 

xantinoxidasa, cyklooxygenasy 1,2 a lipoxygenasy, 

2. schopnost vázat volné ionty kovů (Fe3+, Cu2+), 

3. zvýšenou expresi genů antioxidačních enzymů, 

4. přímé vychytávání ROS. 

 

Vychytávání ROS 

V posledních letech se intenzivně studuje vychytávání volných radikálů polyfenoly. 

Vychytávání volných radikálů je spojeno se schopností polyfenolů poskytovat radikálům 

elektron a proton (obr. 4). 

OH

OH

Fl

O

OH

Fl

R RH
O

O

Fl

R RH

 

Obrázek 4. Schéma vychytávání volných radikálů (R�) fenolovými látkami za vzniku 

fenoxylového radikálu (Fl-O�). Fenoxylový radikál dále podléhá reakci za vzniku chinoidní 

struktury (převzato z [13, 14]).  
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Jsou navrhovány čtyři různé mechanismy, kdy tři z nich probíhají HAT mechanismem 

(přenos atomu vodíku) paralelně se SET (přenos elektronu) [14, 27-29] a čtvrtý vychází 

z teorie vzniku komplexu [30]. Mezi hlavní strukturní rysy flavonoidů potřebné pro účinné 

vychytávání ROS prostřednictvím HAT mechanismu patří [7, 14]: 

• ortho-dihydroxy (katecholová) skupina na kruhu B, 

• konjugovaná dvojná vazba mezi 2. a 3. uhlíkem a oxo skupinou na kruhu C,  

• hydroxylové skupiny na uhlíku C3 a C5. 

 

Podle předešlých kritérií jsou flavonoly, především kvercetin a myricetin, řazeny mezi 

účinné vychytávače radikálů ve vodném prostředí [31]. 

 

Schopnost vázat ionty kovů 

Při posuzování celkové antioxidační kapacity polyfenolů hraje důležitou roli také 

jejich chelatace iontů přechodných kovů. Ty mohou katalyzovat rozklad peroxidu vodíku na 

hydroxylový radikál (Fentonova reakce): 

H2O2 + Fe2+ → OH– + OH• + Fe3+ 

Schopnost polyfenolů tvořit komplexy s ionty kovů závisí na jejich struktuře, vazebná místa 

(katecholová skupina na kruhu B, hydroxylová skupina na uhlíku C3 v konjugaci s oxo 

skupinou na kruhu C, hydroxylová skupina na 5. uhlíku v konjugaci s oxo skupinou na kruhu 

C) jsou ukázány na obr. 5.  

O

OH O
OH

OH

OH

M
M

M

A C

B

 

Obrázek 5. Možná vazebná místa iontů kovů [13]. 

 

2.4.2 Flavonoidy jako prooxidanty 

Polyfenoly jsou studovány především pro svou antioxidační kapacitu. Ta je díky jejich 

nízké biologické dostupnosti jen ojediněle popisována v podmínkách in vivo [32], na rozdíl 

od prooxidačních vlastností těchto látek, které jsou pravděpodobně zodpovědné 

za cytotoxicitu a proapoptotický účinek. V přítomnosti volných radikálů může docházet 
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k poškození deoxyribonukleových kyselin (DNA), proteinů a lipidů. Je známo, že stejné 

strukturní znaky, které zvyšují antioxidační kapacitu, hrají u flavonolignanů klíčovou roli při 

navození oxidačho stresu a poškození biomakromolekul [7].  

Ionty kovů jsou v organismu vázány např. na proteiny (složky hemoproteinů a 

kofaktorů enzymů, včetně těch, které jsou součástí antioxidační ochrany např. katalasa 

obsahující železo, ceruloplasmin měď a superoxiddismutasa měď a zinek) a nejsou tedy 

schopny se zapojovat do radikálových reakcí. Při poškození tkání např. reaktivními formami 

kyslíku/dusíku (ROS/RNS) nebo při snížení pH (fagocytóza, zánět, ischémie) může dojít k 

jejich uvolnění. Flavonolignany jsou schopny vázat ionty kovů. Tyto komplexy se za určitých 

podmínek stávají toxickými pro organismus a mohou poškozovat DNA, proteiny a lipidy. 

Navíc v přítomnosti kyslíku nebo peroxidu vodíku dochází k tvorbě reaktivních 

hydroxylových radikálů, které opět mohou poškozovat biomakromolekuly (obr. 6) [7]. 

 

 

Obrázek 6. Schéma prooxidačního působení flavonoidů v přítomnosti měďnatých kationtů; 

Fl: flavonoid, M: kov, Fl*: oxidovaná forma flavonoidů (upraveno dle [33]). 

 

Bylo zjištěno, že se zvyšující se koncentrací flavonoidů kvercetinu, naringeninu, 

hesperetinu a morinu roste oxidativní poškození DNA v přítomnosti Fe3+/H2O2 [34]. Také se 

uvádí, že látky s jednou nebo dvěma hydroxylovými skupinami vykazují nižší prooxidační 

aktivitu než látky s vyšším počtem hydroxylových skupin [35, 36]. Dvojná vazba mezi 2. a 3. 

uhlíkem a oxoskupina na 4. uhlíku mohou zvyšovat tvorbu ROS v přítomnosti Cu2+ 
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a kyslíku [7]. Glykosylace a methylace hydroxylových skupin snižuje prooxidační vlastnosti 

flavonoidů [35].  

Při vychytávání ROS flavonoidy vznikají reaktivní fenoxylové radikály s dobou života 

kolem 200 µs [37]. Pro svoji reaktivitu jsou následně oxidovány na stabilnější chinony, a ty 

jsou stabilizovány konjugací s nukleofily jako je glutathion [38], cystein [39] nebo nukleové 

kyseliny [40, 41]. Fenoxylové radikály odvozené od apigeninu, naringeninu a naringinu jsou 

schopny rychle oxidovat NADH, což vede ke zvýšenému příjmu kyslíku a následné tvorbě 

superoxidu [42]. Jiným mechanismem prooxidačního působení je interakce fenoxylového 

radikálu s kyslíkem v přítomnosti vysoké koncentrace iontů přechodných kovů za tvorby 

chinonů a superoxidu [43]. Fenoxylové radikály mohou také vznikat za určitých podmínek 

autooxidací, což vede opět k tvorbě superoxidu a následnému poškození biomakromolekul 

[44]. 

 

2.4.3 Molekulární interakce polyfenolů 

2.4.3.1 Interakce s enzymy 

Fenolové látky interagují s proteiny hydrofobním benzenovým jádrem nebo 

hydrofilními hydroxylovými skupinami. Za určitých podmínek se chovají jako inhibitory 

enzymů. Tato interakce bývá často nespecifická, např. u taninů a dalších 

polyhydroxylovaných fenolových látek. Specifické reakce probíhají při přímé interakci 

polyfenolů s aktivním místem enzymu [45]. 

Polyfenoly [46] a jejich oxidační produkty [47] inhibují aktivitu xantinoxidasy, 

enzymu katalyzující přeměnu xantinu na kyselinu močovou, při kterém vzniká superoxidový 

radikál. Na druhé straně působením peroxidas (např. myeloperoxidasa v neutrofilech) vznikají 

fenoxylové radikály, které mohou indukovat peroxidaci lipidů nebo oxidaci glutathionu [7]. 

Bylo zjištěno, že flavonoidy inhibují expresi inducibilní NO-syntasy, cyklooxygenasy-2 

a 5-lipooxygenasy [48, 49], které jsou zodpovědné za produkci oxidu dusnatého, uvolnění 

kyseliny arachidonové, prostanoidů, leukotrienů a dalších mediátorů zánětu, jako jsou 

cytokiny a chemokiny. Flavonoidy mohou inhibovat jak cytosolické, tak membránové 

tyrosinkinasy, které mají různé funkce jako je enzymová aktivita, transport přes membránu, 

jsou zapojeny do signálních drah, řízení buněčného cyklu a diferenciace buněk. Inhibice 

tyrosinkinasy tedy vede k regulaci nekontrolovatelné proliferaci [50, 51]. Polyfenolové 

sloučeniny mají také schopnost indukovat apoptózu u maligních buněk. Místa jejich účinku 

jsou různá, mohou např. aktivovat kaspasy 3 a 9, snižovat expresi genu Bcl-2 a zvyšovat 

expresi genů Bax a Bak [52]. Kromě těchto účinků, mají polyfenoly i další významné 
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inhibiční účinky, např. polyfenoly bobulovitých plodů ovlivňují klíčové enzymy jako je 

lipasa, α-amylasa a α-glukosidasa podílející se na trávení lipidů a sacharidů [45]. 

 

2.4.3.2 Interakce s buněčnými receptory 

Podobně jak fenolové sloučeniny interagují s enzymy, mohou interagovat 

s buněčnými receptory, což vede k jejím funkčním změnám. Fenolové látky (isoflavony, 

kumestany a lignany) a jejich metabolity mají schopnost se vázat na estrogenový receptor 

[53]. U mladých jedinců mohou tyto fytoestrogeny působit negativně na vývoj. U dospělých 

jedinců je však stále více zřejmé, že fytoestrogeny mohou působit profylakčně proti nádorům, 

např. rakovině prsu [54]. 

Nejpravděpodobnější se jeví hypotéza podle Bowersona, která tvrdí, že trans-resveratrol 

ve většině případů působí agonisticky na β-estrogenový receptor a antagonisticky na α- 

estrogenový receptor. Jak již bylo popsáno výše, flavonolignan silybin B interaguje 

s estrogenovým receptorem na rozdíl od jeho izomeru A [10]. Při interakci resveratrolu 

s estrogenovými receptory buněčných linií karcinomu prsu dochází k modulaci 

tumorsupresorových genů např. BRCA1. Fenolové látky izolované z Dalbergia 

cochinchinensis mohou navíc působit také jako antiandrogeny [55]. Kromě interakce 

polyfenolů s estrogenovými receptory, některé flavonoidy interagují s adenosinovými [56] 

nebo benzodiazepinovými receptory [57]. Lignany působí jako antagonisté faktoru aktivující 

destičky (PAF) [58], isoflavonoidy (genistein), flavonoidy (naringenin a kaempferol) 

interagují s buněčnými transportéry jako je P-glykoprotein, základní bílkovina lékové 

rezistence (multidrug resistance-associated protein) [59].  

 

2.4.3.3 Interakce s lipidy 

Interakce polyfenolů s lipidovou membránou mohou zprostředkovat jejich biologickou 

aktivitu. Rozpustnost polyfenolů v lipidech je také kritickým faktorem jejich biologické 

dostupnosti a v neposlední řadě hrají důležitou roli v ochraně buněk před peroxidací lipidů. 

Mechanismus, kterým polyfenoly překonávají hydrofobní bariéru buněčných membrán, ještě 

není zcela objasněn. Je známo, že aglykony jsou ve vodě jen omezeně rozpustné a mohou 

spontánně přecházet přes fosfolipidovou dvojvrstvu membrány [60].  

Absorpci a biologické dostupnosti je věnován značný zájem [61-63]. Na buněčné linii 

Caco-2 byl zkoumán buněčný příjem a transport např. kvercetinu [62], isoflavonů [64] 

a katechinů [65]. Protektivní účinky flavonoidů kvercetinu, myricetinu, luteolinu 

a (-)epigallokatechin gallátu byly testovány na střevní buněčné linii Caco-2, kdy produkt 
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peroxidace lipidů, malondialdehyd, byl sledován po inkubaci v přítomnosti H2O2 a FeSO4 

[66]. Aglykony se jeví účinnějšími inhibitory peroxidace lipidů než jejich odpovídající 

glykosidy [67]. Bylo prokázáno, že flavonoidy (fisetin, kvercetin, chrystin, morin) jsou 

schopny chránit lipidy buněčné membrány červených krvinek proti peroxidaci [68]. 

 

2.4.3.4 Interakce s DNA 

Jak bylo popsáno výše, polyfenoly jsou přirozeně se vyskytující antioxidanty, které 

za určitých podmínek disponují prooxidačními vlastnostmi vedoucí k degradaci DNA 

v přítomnosti/nepřítomnosti kovových iontů [33, 69]. Bylo prokázáno, že polyfenoly spolu 

s ionty přechodných kovů a DNA tvoří ternární komplexy. Kometovou analýzou byl studován 

prooxidační efekt komplexů polyfenol-Cu na izolovaných lidských lymfocytech. Degradace 

lymfocytární DNA byla zastavena neokuproininem, specifickým činidlem vázajícím Cu+ 

ionty [33]. Protektivní účinky flavonoidů myricetinu, kvercetinu a rutinu vůči DNA byly 

studovány na buněčných kulturách Caco-2 a HepG2  po expozici H2O2 [70]. Polyfenoly 

inhibují savčí topoisomerasy I a II, enzymy chránící strukturu DNA během replikace, 

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

 

2.4.4 In vivo studie 

2.4.4.1 Biologická dostupnost a metabolismus polyfenolů 

In vivo účinky polyfenolů jsou závislé na jejich přeměnách v trávicím traktu. Absorpce 

a metabolismus fenolových látek jsou určeny jejich chemickou strukturou, závislou na stupni 

glykosylace/acylace, skeletu, konjugací s jinými fenolovými látkami, velikostí molekuly, 

stupni polymerace a rozpustností [1]. Biologická dostupnost je velmi nízká. Obvykle méně 

než 1% konzumovaných flavonoidů vstupuje do krevního řečiště [76]. 

Polyfenoly jsou absorbovány v tenkém a tlustém střevě, kde zpravidla podléhají 

chemickým přeměnám vlivem střevní mikroflóry. Minimální absorpce přírodních fenolových 

látek v dutině ústní byla prokázána u stilbenů [77, 78]. Slinné enzymy se mohou také podílet 

na hydrolýze glykosidických polyfenolů. Mezi střevní enzymy účastnící se deglykosylace 

polyfenolů patří především laktasa (LPH) a cytosolická β-glukosidasa. K neenzymatickému 

rozkladu glykosidů žaludečními šťávami nebo průchodu volných glykosidů přes střevní 

kartáčový lem dochází jen velmi omezeně. Z in vivo studií vyplývá, že flavonoidy jsou 

relativně stabilní v gastrickém prostředí [79]. Fenolové látky, které nebyly absorbovány v 

tenkém střevě, jsou dále metabolizovány bakteriemi v tlustém střevě, kde kromě 

deglykosylace dochází k rozkladu polyfenolů na jednotlivé strukturní jednotky. Po absorpci 
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jsou fenolové látky enzymaticky metabolizovány v jednotlivých tkáních. Kromě částečné 

tvorby konjugátů s kyselinou glukuronovou ve střevní sliznici, probíhají konjugační reakce 

(glukuronidace, sulfatace a methylace) v játrech [80]. 

 

2.4.4.2 Biologická aktivita na experimentálních zvířatech 

 Studie na zvířatech a lidech jsou zaměřeny především na monitorování biomarkerů 

oxidačního poškození v plazmě (F2-isoprostany) a moči (8-hydroxy-2´-deoxyguanosin), 

celkové sérové antioxidační kapacity, stanovení aktivity antioxidačních enzymů. Výsledky 

studií jsou nejednoznačné [24].  

 Hepatoprotektivní účinky flavonoidů byly studovány u potkanů a myší po podání 

hepatotoxinu tetrachlormethanu indukujícím oxidativní stres a s ním spojené oxidativní 

poškození biomakromolekul a buněčnou smrt. Bylo zjištěno, že polyfenoly jsou schopny 

chránit jaterní buňky před oxidativním poškozením a udržet hladinu intracelulárních enzymů 

jako je alaninaminotransferasa a aspartátaminotransferasa [81, 82]. Hepatoprotektivní účinky 

byly dále zkoumány např. u potkanů s nealkoholickou steatohepatitidou po podání extraktu 

silymarinu [83]. Při intraperitoneálním podávání rutinu a kvercetinu (80 mg/kg) potkanům 

došlo ke snížení akutní i chronické formy zánětu [84]. Protizánětlivé účinky kvercitrinu byly 

pozorovány na potkaním modelu se střevním zánětem [85]. Kvercetin a apigenin inhibují růst 

melanomu a ovlivňují metastáze u myší [20]. Flavonoidy kvercetin, kaempferol a myricetin 

byly popsány jako účinné inhibitory agregace krevních destiček u psů a opic [86]. 

Neuroprotektivní účinky kurkuminu byly popsány na základě jeho schopnosti inhibovat 

neurotoxicitu homocysteinu a s ním spojenou peroxidaci lipidů u potkanů [87]. 

  

2.4.4.3 Biologická aktivita na lidech 

 Řada studií ukázala inverzní vztah mezi rizikem vzniku koronárních onemocnění a 

konzumací stravy bohaté na polyfenoly. Intervenční studie ukázala [88], že polyfenoly jsou 

schopny inhibovat oxidaci LDL a agregaci krevních destiček, což se považuje za klíčový 

mechanismus v rozvoji aterosklerózy. Mezi protektivní účinky polyfenolů v případě 

kardiovaskulárních onemocnění řadíme antioxidační, antiagregační a protizánětlivé efekty, 

dále schopnost zvyšovat hladinu HDL a podporovat endoteliální funkci [89]. Schopnost 

polyfenolů ovlivňovat krevní tlak u žen (n = 218) ve věku nad 70 let byla ukázána ve studii 

[89]. Intervenční studie po týdenní konzumaci (165 g/den) čerstvých bobulí zimolezu 

modrého ukázala signifikantně zvýšenou hladinu fenolových kyselin v moči a markerů 

oxidativního stresu glutationperoxidasy, katalasy [90]. Po šestiměsíčním podávání silymarinu 
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v kombinaci se selenem došlo k signifikantnímu snížení dvou parametrů metabolismu lipidů 

(LDL, celkového cholesterolu), které mají vztah k rakovině prostaty u mužů po radikální 

prostatektomii [91]. 

 Absorpce, metabolismus a eliminace jednotlivých polyfenolů se značně liší. 

V převážné většině klinických studií se k testování využívají nápoje nebo potraviny 

obsahující směs polyfenolů. Všechny tyto aspekty by měly přijít v úvahu při navrhování 

experimentu i při interpretaci pozorovaných účinků.  

  

2.5 Experimentální metody ve výzkumu polyfenolů 

Pro studium interakcí polyfenolů s biomakromolekulami (proteiny, DNA a lipidy) se 

využívá široké spektrum analytických metod, např. interakce polyfenolů s albuminem byla 

zkoumána gelovou permeační chromatografií [92], metodou cirkulárního dichroismu [93], 

fluorescenční spektroskopií [94-96], infračervenou spektroskopií s Fourierovou transformací 

[97], SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézou [98]. Interakci polyfenolů s DNA lze 

sledovat EPR spektroskopií [99], hmotnostní spektrometrií [100], spektrofotometricky [101], 

fluorescenční spektroskopií [102] a kometovou analýzou [103]. Pro studium interakce lipidů 

s polyfenoly byly použity metody fluorescenční spektroskopie [104, 105], EPR [106] 

a infračervená spektroskopie [107]. Pro identifikaci metabolitů flavonoidů se nejčastěji 

používá vysokoúčinná kapalinová chromatografie [108-110] nebo plynová chromatografie 

[109, 111, 112] ve spojení s hmotnostní spektrometrií [90, 108-110]. 

Elektrochemické metody jsou používané pro studium interakcí polyfenolů s proteiny 

a DNA, ale také pro studium jejich reaktivity, a to z hlediska jejich antioxidačních 

a prooxidačních vlastností, stability, oxidačních mechanismů nebo kinetických parametrů 

biochemických reakcí. Elektrochemické metody použité pro analýzu flavonoidů při pH 7 jsou 

shrnuty v tabulce 2. Výhodou elektrochemických metod je minimální spotřeba vzorků (při 

využití adsorpční přenosové techniky), relativně nízké náklady a jedná se o poměrně rychlé a 

citlivé metody. 
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Tabulka 2. Elektrochemické stanovení flavonoidů ve vodném prostředí pufrů pH 7 (GCE: 

elektroda ze skelného uhlíku, CPE: uhlíková pastová elektroda, Pencil GE: pentilková 

grafitová elektroda, PGE: uhlíková elektroda z pyrolytického grafitu; CV: cyklická 

voltametrie, SWV: voltametrie s vkládaným pravoúhlým napětím, DPV: diferenční pulzní 

voltametrie). 

 flavonoid elektrolyt elektroda metoda zdroj 

(-)epigalokatechin fosfátový pufr 

GCE CV [113] 

CPE 
DPV [114] modifikovaná 

CPE 

(-)epigalokatechin gallát 
fosfátový pufr 
Britton-Robinsonův pufr 

GCE CV [113] [115] 

CPE 
DPV [116] modifikovaná 

CPE 

(-)epikatechin 
fosfátový pufr,  
Britton-Robinsonův pufr 

GCE CV [113, 115, 117, 118] 

(-)epikatechin gallát fosfátový pufr GCE CV [113] 

fisetin acetátový pufr GCE CV [119] 

(+)galokatechin fosfátový pufr pencil GE DPV [120] 

(+)galokatechin gallát fosfátový pufr pencil GE DPV [120] 

isorhamnetin Britton-Robinsonův pufr GCE CV [115, 117] 

isosilybin fosfátový pufr PGE SWV [121] 

kaempferol 
Britton-Robinsonův pufr 
fosfátový pufr 

GCE 
CV 

[115, 117] 

modifikovaná 
CE 

[122, 123] 

katechin 
fosfátový pufr 
Britton-Robinsonův pufr 

GCE 

CV [113, 115, 117, 124-130] 

DPV [126, 131] 

SWV [126, 128, 129]  
modifikovaná 
GCE 

CV [125, 127, 130] 

pencil GE 
DPV 

[120] 
CV 

CPE 
DPV [114, 116] modifikovaná 

CPE 

katechin gallát fosfátový pufr pencil GE 
CV 

[120] 
DPV 

kvercetin 
fosfátový pufr,  
Britton-Robinsonův pufr, 
acetátový pufr 

GCE 
CV 

[115, 117, 124, 126-128, 
132-142] 

modifikovaná 
GCE 

[127, 132, 135, 138, 143] 

GCE 
SWV 

[126, 128, 139, 144] 

modifikovaná 
GCE 

[145] 

GCE DPV [126, 139, 146] 

CPE DPV [116] 
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kvercetin 
fosfátový pufr,  
Britton-Robinsonův pufr, 
acetátový pufr 

modifikovaná 
CPE 

DPV 
[116, 147] [142] 

CV 
modifikovaná 
CE 

CV [122, 123] 

pencil GE CV 
[120] 

 DPV 

3-O-galloylkvercetin fosfátový pufr GCE 

CV 

[146] SWV 

DPV 

morin fosfátový pufr 

GCE 

CV 

[148] 

CPE [149] 

modifikovaná 
CPE 

[149] 

modifikovaná 
CE 

[122] 

myricetin 
fosfátový pufr 
Britton-Robinsonův pufr 

pencil GE 
CV 

[120] 
DPV 

GCE 
CV 

[115, 117] 
modifikovaná 
CE 

[122] 

robinin fosfátový pufr GCE 
CV 

[150] 
DPV 

rutin 
fosfátový pufr 
Britton-Robinsonův pufr 

GCE CV 
[124] [115, 126-128, 135, 
140, 142] 

modifikovaná 
GCE 

 [127, 135, 143]  

GCE 
SWV 

[126, 128, 144] 

modifikovaná 
GCE 

[145] 

GCE DPV [126, 131] 

CPE DPV [116] 

modifikovaná 
CPE 

DPV [116, 142]  

CV [142] 

silybin 
fosfátový pufr,  
Britton-Robinsonův pufr 

GCE 
CV [133, 134, 151] 

DPV [146] 

PGE 
CV [146, 152] 

SWV [152, 153]  

silybin galaktosid 

fosfátový pufr GCE CV [151] 
silybin glukosid 

silybin laktosid 

silybin maltosid 

3-O-galloylsilybin fosfátový pufr GCE 

CV 

[146] SWV 

DPV 

2,3-dehydrosilybin fosfátový pufr 
PGE 

CV 
[121] 

GCE [134] 

taxifolin fosfátový pufr,  GCE CV [115, 117, 133-135]  
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Britton-Robinsonův pufr modifikovaná 
GCE 

[135] 
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3. CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

 

Cílem disertační práce bylo doplnit poznatky v oblasti antiradikálových resp. 

antioxidačních a prooxidačních vlastností flavonolignanů a jejich konjugátů s kyselinou 

gallovou a dále studovat biotransformaci dvou nově připravených derivátů kvercetinu a 

taxifolinu na izolovaných lidských hepatocytech. 

 

Konkrétní cíle:  

1. Ex situ a in situ elektrochemická analýza flavonolignanů pomocí uhlíkových elektrod: 

a) oxidace a adsorpčně/desorpční chování flavonolignanů, 

b) antioxidační a chelatační vlastnosti flavonolignanů, 

c) interakce flavonolignanů s DNA a proteiny, 

d) vliv substituce gallátem na oxidaci silybinu a kvercetinu, antioxidační a prooxidační 

vlastnosti. 

 

2. Elektrochemická analýza interakcí flavonolignanů silymarinového komplexu 

s membránami erytrocytů a HPLC-MS analýza metabolitů 3-O-galloylkvercetinu a 7-

O-galloyltaxifolinu: 

a) interakce flavonolignanů silymarinového komplexu s membránami erytrocytů, 

b) metabolická studie 3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na lidských 

hepatocytech. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

4.1 Materiál a chemikálie 

4.1.1 Buněčné modely 

Lidské hepatocyty byly izolovány z jater multiorgánových dárců Fakultní nemocnice 

Olomouc [154, 155]. Veškerá práce byla prováděna s povolením Etické komise FNOL a LF 

UP v Olomouci a v souladu s českou legislativou. Myší fibroblasty Balb/c 3T3 (klon A31) 

byly zakoupeny (The European Collection of Cell Cultures, Velká Británie). Erytrocyty byly 

získány od zdravých dobrovolníků dle metodiky [156]. 

 

4.1.2 Chemikálie 

Flavonoidy: silybin (směs diastereomerů A a B v přibližném poměru 1:1) a silymarin 

byly poskytnuty Dr. Cvakem z firmy TEVA, Divize TAPI (Opava, Česká republika), taxifolin 

(AMARGO, CZ), 2,3-dehydrosilybin, 20-O-methylsilybin, 7-O-methylsilybin, 3-O-

galloylkvercetin, 7-O-galloyltaxifolin, 7-O-galloylsilybin, 3-O-galloylsilybin byly získány od 

prof. Křena z Mikrobiologického ústavu AVČR. Kvercetin, kyselina gallová a methylester 

kyseliny gallové byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (USA).  

Dvouvláknová DNA z telecího brzlíku a jednovláknová DNA byly zakoupeny od 

Sigma-Aldrich (USA), oligonukleotidy (CCGCGCGCCACGCTGGGGGACCTCGGGGCC) 

od firmy VBC Biotech (Rakousko).   

L-arginin, disodná sůl kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), 1,1-difenyl-2-

pikrylhydrazyl (DPPH), dimethylsulfoxid (DMSO), dodecylsulfát sodný (SDS), N-(2-

hydroxyethyl)piperazin-N‘-2-ethansulfonová kyselina (HEPES), telecí sérový albumin 

(BSA), dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4), hydrogenfosforečnan draselný (K2HPO4), 

hydroxid sodný (NaOH), chlorid draselný (KCl), hexahydrát chloridu hořečnatého 

(MgCl2 x 6H2O), dihydrát chloridu měďnatého (CuCl2 x 2H2O), hexahydrát chloridu 

nikelnatého (NiCl2 x 6H2O), chlorid sodný (NaCl), hexahydrát chloridu železitého 

(FeCl3 x 6H2O), křenová peroxidasa (HRP), kyselina boritá (H3BO3), kyselina chlorovodíková 

(HCl), kyselina fosforečná (H3PO4), kyselina octová (CH3COOH), 5-difenyltetrazolium 

bromid (MTT), luminol, methanol (MeOH), octan sodný (CH3COONa), peroxid vodíku 

(H2O2), stabilizovaný roztok penicilinu (10 000 U.ml-1) se streptomycinem (10 mg.ml-1; 

PenStrep), D-sorbitol, streptomycin sulfát, N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin (TEMED), 

tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Triton X-100, (±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-
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tetramethylchroman-2-karboxylová kyselina (trolox), roztok trypanové modři (0,4%), 

Tween 20, Williamsovo médium E (WME) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (USA). 

Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem (DMEM) a médium DMEM/F-12 (Ham) bylo 

koupeno od firmy GIBCO – Life Technologies (USA). Fetální hovězí sérum (FBS) od firmy 

Biochrom (Německo) a fetální telecí sérum (FCS) od firmy Invitrogen. Roztok akrylamidu s 

N,N‘-methylenbisakrylamidem (29:1, 40%) od firmy Merck (Německo), paramagnetické 

mikročástice Dyna beads Oligo (dT)25 byly dodány firmou Dynal A.S. (Norsko), standard 

molekulové hmotnosti a DNA vzorkový pufr byly zakoupeny od firmy Thermo Fisher 

Scientific Inc. (USA). Diamantový sprej (velikost částic 3 µm) (Kernet Int., Velká Británie). 

 

4.1.3 Roztoky 

Pufry pro elektrochemickou analýzu 

univerzální tlumivý roztok (Britton-Robinson): směs kyselin obsahující 0,04 mol.l-1 

CH3COOH, 0,04 mol.l-1 H3PO4, 0,04 mol.l-1 H3BO3 (2,74 ml 85% H3PO4, 2,29 ml 99,8% 

CH3COOH a 2,474 g H3BO3 v 1 litru vody) se smísil s 0,2 mol.l-1 NaOH, 

acetátový pufr: (0,2 mol.l-1 CH3COOH + 0,2 mol.l-1 CH3COONa), 

fosfátový pufr: (0,1 mol.l-1 KH2PO4 + 0,1 mol.l-1 K2HPO4). 

 

Roztoky pro gelovou elektroforézu oligonukleotidů 

10x TBE pufr (pH 8,3): 27 g TRIS, 13,75 g H3BO3, 2,33 g disodná sůl kyseliny ethylen-1,2-

diamintetraethanové, doplněné do 250 ml deionizovanou vodou, 

migrační pufr: 10x TBE pufr naředěný na 1x TBE pufr, 

migrační gel: 15% polyakrylamidový gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (4 ml), 

deionizovaná voda (3,7 ml), 10x TBE (pH 8,3) (2,6 ml), 10% amonium persulfát (100 µl), 

0,1% tetramethylethylendiamin (10 µl), 

zaostřovací gel: 10% polyakrylamidový gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 

(0,4 ml), deionizovaná voda (2,56 ml), 10x TBE (pH 8,3) (1 ml), 10% amonium persulfát 

(20 µl), 0,1% tetramethylethylendiamin (4 µl), 

barvící roztok: 10 mg methylenová modř, 500 µl 10x TBE, 49,5 ml deionizovaná voda. 

 

Hanksův solný roztok (HBSS) pro izolaci erytrocytů 

0,4 g KCl, 0,06 g KH2PO4, 0,2 g MgSO4 x 7H2O, 8,0 g NaCl, 0,35 g NaHCO3, 0,12 g 

Na2HPO4 x 12H2O, 1,0 g glukosy a 0,14 g CaCl2 rozpuštěno v 1 litru deionizované H2O; 

pH upraveno pomocí HCl nebo NaOH na pH 7,4. 
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Roztoky pro izolaci a kultivaci buněk 

Lidské hepatocyty:  

Premix: glukosa (7 mmol.l-1), glutamin (2.4 mmol.l-1), penicilin G (0,016 mmol.l-1), 

streptomycin sulfát (9,6 µmol.l-1), pyruvát sodný (0,4 mmol.l-1), dexamethason 

(1,78 µmol.l-1), holo-transferin (5 mg.l-1), ethanolamin (1 µmol.l-1), inzulin (350 nmol.l-1), 

glukagon (0,2 mg.l-1), linolová kyselina (11 µg.l-1). 

Promývací roztoky a média: 

HEPES 1: HEPES (20 mmol.l-1), NaCl (120 mmol.l-1), glukosa (0,5%), KCl (5 mmol.l-1), 

amfotericin B (4,1 µg.l-1), PenStrep (1%), manitol (0,1 µmol.l-1), sorbitol (0,1 µmol.l-1), 

glutathion redukovaný (0,1 µmol.l-1), pH 7,4, 

HEPES 2: HEPES (20 mmol.l-1), NaCl (120 mmol.l-1), glukosa (0,5%), KCl (5 mmol.l-1), 

amfotericin B (4,1 µg.l-1), PenStrep (1%), 

HEPES 3: HEPES (20 mmol.l-1), NaCl (0,12 mol.l-1), glukosa (0,5%), KCl (5 mmol.l-1), 

amfotericin B (4,1 µg.l-1), PenStrep (1%), CaCl2 (7 µmol.l-1), kolagenasa typ IV (600 mg.l-1), 

HEPES 4: HEPES (20 mmol.l-1), NaCl (120 mmol.l-1), glukosa (0,5%), KCl (5 mmol.l-1), 

amfotericin B (4,1 µg.l-1), PenStrep (1%), bovinní sérum (5%, v/v), 

EGTA: KCl (5,4 mmol.l-1), KH2PO4 (0,44 mmol.l-1), NaCl (140 mmol.l-1), Na2HPO4 x 12H2O 

(0,34 mmol.l-1), EGTA (0,5 mmol.l-1), Tricin (25 mmol.l-1), amfotericin B (4,1 µg.l-1), 

PenStrep (1%), pH 7,2. 

Kultivační médium ISOM: Williamsovo médium E (WME) (0,5 l), DMEM/F12 (Ham) 

médium (0,5 l), pH 7,2, askorbová kyselina (15 mg), premix (37 ml), fetální bovinní sérum 

(5%, v/v). 

Bezsérové médium ISOM: WME (0,5 l), DMEM/F12 (Ham) médium (0,5 l), pH 7,2, 

askorbová kyselina (15 mg), premix (37 ml). 

 

Balb/c 3T3 

Kultivační médium: Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem (DMEM), penicilin G 

(0,063 mg.l-1), streptomycin (100 µg.ml-1), novorozenecké telecí sérum (5%, v/v), fetální 

bovinní sérum (5%, v/v). 

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

(0,063 mg.l-1), streptomycin (100 µg.ml-1), novorozenecké telecí sérum (5%, v/v). 

 

4.1.4 Přístroje 

Analytické váhy AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Švýcarsko), 
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Centrifuga Eppendorf miniSpin (Eppendorf, Německo),  

Centrifuga chlazená Z 323 K (Hermle, dodává Biotech, Česká republika), 

Centrifuga chlazená Mikro 22 a Rotina 38R (Hettrich, dodává Biotech, Česká republika),  

Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Německo),  

Fotometr pro měření absorbance v 96-jamkových deskách Infinite M200 (Tecan, Švýcarsko),  

Hlubokomrazící box Jouan VX 380 (Jouan, Francie),  

Homogenizátor Ultra-Turax T 25 basic (Ika Werte, Německo),  

Luminiscenční spektrometr Luminoskan Ascent (Thermolabsystems,USA), 

Inkubátor Cellstar (Qeueue System, USA),  

Inkubátor Enviromental Shaker (Biosan, Lotyšsko), 

Laminární box CLF (Schoeller Instruments, Česká republika),  

Magnetická míchačka IKA RH basic KT/C (Slabo, Česká republika), 

Magnetický stojánek Invitrogen (Oslo, Norsko), 

Mikroskop CK40 a BX40 (Olympus, Japonsko), 

pH metr inoLab Level 1 (SchoellerInstruments, Česká republika) se skleněnou 

kombinovanou elektrodou SenTix41 (WTW, Německo) a Crison micropH 2001 (Rainin 

Instrument Co. Inc, USA) se skleněnou kombinovanou elektrodou (Ingold), 

Rotační zařízení Büchi Waterbath B-480 s Büchi Rotavapor R-114 

Systém pro elektroforézu Mini-Protean® 3 Cell se zdrojem PowerPac 200 nebo PowerPac 

3000 (Bio-Rad Laboratories, Německo), 

Systém pro elektrochemickou analýzu µAutolab III analyzátor (EcoChemie, NL) 

v tříelektrodovém uspořádání (pomocná platinová elektroda, referenční Ag/AgCl/3M KCl 

a pracovní uhlíková elektroda z pyrolytického grafitu) a Ivium potenciostat vybavený 

sofwarem IviumSoft verze 1.9 (Ivium Technologies, Nizozemsko) v tříelektrodovém 

uspořádání (pomocná platinová elektroda, referenční Ag/AgCl/3M KCl a pracovní elektroda 

ze skelného uhlíku (Bio-Logic SAS, Francie), 

Systém pro vysokoúčinnou chromatografii HPLC (Acquity UPLC systém, Waters, USA) 

s kolonou (Agilent Phenyl Zorbax Eclipse XDB: 150 mm x 2,1 mm, i.d. 5 µm) (Agilent 

Technologies, USA), hmotnostním detektorem kvadrupól/analyzátor doby letu (QqTOF 

Premier Mass Spectometer (Waters, Velká Británie) spojené elektrosprejem ionizačního 

zdroje (ESI),      

Termomixer Comfort (Eppendorf, Německo), 

Třepačka OLS 200 (Grant Instruments, Velká Británie), 

Třepačka Duomax 1030 (Heidolph, Německo), 
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Třepačka Reax top (Heidolph, Německo), 

UV-VIS spektrofotometr Specord 250 Plus (Analytik Jenam, Německo), 

Ultrazvuková termostatová vodní lázeň PS 01000A (Notus-Powersonic, Slovensko), 

Zařízení pro přípravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, Česká republika). 

 

4.2 Statistická analýza 

Všechny experimenty byly provedeny v tripletech ve třech nezávislých opakováních. 

Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ±SD. Statistické vyhodnocení in vitro získaných dat 

bylo provedeno pomocí programu MS Excel 2010 (Microsoft, USA) Studentovým t-testem. 

Statistické vyhodnocení antioxidačních účinků pomocí DPPH testu a prooxidačních účinků 

pomocí elektroforézy bylo provedeno jednofaktorovou analýzou rozptylu (ANOVA) 

s hladinou významnosti 0,01. 

 

4.3 Ex situ a in situ elektrochemická analýza flavonolignanů pomocí 

uhlíkových elektrod 

Elektrochemická analýza byla provedena vždy za přítomnosti kyslíku. 

 

4.3.1 Příprava zásobních roztoků flavonoidů 

Zásobní roztoky flavonoidů v koncentraci 1 mg.ml-1 byly připraveny v methanolu. Z 

methanolických roztoků byly flavonoidy následně ředěny do požadovaného pufru 

(elektrolytu). 

 

4.3.2 Elektrochemické metody 

4.3.2.1 Ex situ voltametrie (adsorpční přenosová (AdT) technika) 

Na povrch pracovní elektrody bylo aplikováno 5 µl vzorku, který byl adsorbován po 

dobu 60 s (pokud není uvedeno jinak). Poté byla elektroda opláchnuta v deionizované H2O a 

ponořena do elektrochemické cely obsahující základní elektrolyt (obr. 7).  
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Obrázek 7. Schéma ex situ voltametrie. Měření in situ probíhá přímo v elektrochemické 

cele*, kde je analyt rozpuštěn v základním elektrolytu. PGE: pyrolytická grafitová elektroda. 

 

4.3.2.2 In situ voltametrie 

Vzorek flavonoidu byl přidán přímo do základního elektrolytu v elektrochemické cele. 

Po ponoření elektrody do zkoumaného roztoku byla provedena elektrochemická analýza.  

 

4.3.2.3 Cyklická voltametrie (CV) 

Parametry metody: rychlost skenu 50-1000 mV.s-1. 

 

4.3.2.4 Diferenční pulzní voltametrie 

Parametry metody: pulsní amplituda 50 mV, doba pulsu 70 ms, rychlost skenu 5 mV.s-1. 

 

4.3.2.5 Voltametrie s vkládaným pravoúhlým napětím 

Parametry metody: frekvence f = 50-200 Hz, pulzní amplituda 50 mV. 

 

4.3.3 Příprava roztoků dvouvláknové DNA, jednovláknové DNA, oligonukleotidů 

a stanovení koncentrace 

Princip: Nukleové kyseliny absorbují ultrafialové světlo při vlnové délce 260 nm 

[157]. 

Postup: Dvouvláknová DNA (dsDNA), jednovláknová DNA (ssDNA) a 

oligonukleotidy byly rozpuštěny v deionizované H2O a následně byla spektroskopicky 

* 
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změřena absorbance. Roztok DNA se spektrofotometricky vyhodnocuje při vlnové délce 

260 nm a 280 nm. Absorbance při 260 nm odráží koncentraci DNA, poměr absorbance 

260 nm/280 nm souvisí s čistotu DNA, tj. míru přítomnosti proteinů. 

Pro výpočet koncentrace se vychází z následujících vztahů [157]: 

Při vlnové délce 260 nm je absorbance roztoku rovna 1, pokud je v měřeném roztoku: 

- dsDNA o koncentraci 50 µg.ml-1 

- ssDNA o koncentraci 37 µg.ml-1 

V experimentech využívajících magnetické částice, byla dsDNA připravena 

hybridizací dvou vláken, vlákno I: 5´-CCG CGC GCC ACG CTG GGG GAC CTC GGG 

GCC a vlákno II: 5´-GGC CCC GAG GTC CCC CAG CGT GGC GCG CGG, které na svém 

konci navíc obsahovalo sekvenci 25 adeninů (A25). DNA duplex byl připraven smícháním 

vláken v molárním poměru 1:1 v 0,2 mol.l-1 NaCl, zahříván 3 min při teplotě 85 °C a poté 

pomalu ochlazen. 

 

4.3.4 Stanovení antioxidační aktivity  

4.3.4.1 Stanovení zhášení DPPH radikálu 

Princip metody: Antiradikálová aktivita byla testována metodou zhášení radikálu 

DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylu) [158]. 

Postup: Do jamek mikrotitrační destičky bylo napipetováno 90 µl methanolového 

roztoku testovaného vzorku v koncentracích 0, 25 a 50 µmol.l-1 následně bylo přidáno 180 µl 

methanolového roztoku DPPH (20 µg·ml-1) a po 30 min byla změřena absorbance při 517 nm.  

 

4.3.4.2 Chemiluminiscence 

Princip: Celková antioxidační kapacita byla měřena chemiluminiscencí na přístroji 

Luminoskan Ascent podle protokolu [159]. Výsledek byl vyjádřen jako čas v sekundách, po 

který studované látky byly schopny inhibovat světelnou emisi.  

Postup: 20 µl studované látky bylo smícháno s 20 µl křenové peroxidasy o koncentraci 

0,1 mg.ml-1 v mikrotitrační destičce. Po přídavku 160 µl chemiluminiscenční směsi obsahující 

0,01 mol.l-1 H2O2 a 0,04 mmol.l-1 luminolu ve fosfátovém pufru (pH 7,4) byla zahájena 

chemiluminiscenční reakce.  
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4.3.5 Stanovení prooxidačních vlastností 

4.3.5.1 Tvorba komplexů flavonolignan/kov 

Komplexy flavonolignanů s ionty kovů byly připraveny smícháním flavonolignanu 

o koncentraci 10 µmol.l-1 s ionty kovů o koncentraci 0-20 µmol.l-1 v 0,2 mol.l-1 NaCl (pH 6,5) 

a inkubovány 15 min při laboratorní teplotě. 

 

4.3.5.2 UV/VIS spektra komplexů flavonolignan/kov 

Stechiometrický poměr komplexu flavonolignan/kov byl určen UV/VIS absorpční 

spektroskopií. UV/VIS absorpční spektra byla pořízena na spektrometru Specord 250 Plus 

při rychlosti skenu 5 nm.s-1 a šířce štěrbiny 1 nm. Měření bylo provedeno v křemenných 

kyvetách.  

 

4.3.5.3 Interakce s DNA 

Flavonolignany nebo jejich komplexy s ionty přechodných kovů (za přítomnosti H2O2) 

byly inkubovány s dsDNA, resp. ssDNA, ve fosfátovém pufru (pH 7,4) po dobu 15 min při 37 

°C a poté byly elektrochemicky analyzovány. 

 

4.3.5.4 Dvoupovrchová technika: použití paramagnetických částic 

10 µl paramagnetických mikročástic, na jejichž povrchu byla navázána sekvence T25, 

bylo inkubováno s připraveným DNA duplexem obsahující sekvenci A25 v prostředí Tris/HCl 

obsahujícím 0,2 mmol.l-1 NaCl (pH 7,4) (pufr A) při 20 °C po dobu 30 min. Následně byly 

paramagnetické mikročástice s navázanou DNA promyty 4 x pufrem A, inkubovány 

s komplexem flavonolignan/kov o koncentraci 10 µmol.l-1 a 2% H2O2 při 37 °C po dobu 

15 min. Pomocí magnetického stojánku byly odděleny volné fragmenty DNA. Dále byly 

paramagnetické mikročástice s DNA promyty 3 x 0,5 ml NaCl o koncentraci 0,2 mol.l-1 

a zahřáty na 85 °C po dobu 3 min. Produkty oxidativního poškození DNA byly uvolněny 

do 50 µl deionizované H2O a po přídavku 5 µl NaCl o koncentraci 2 mol.l-1 rychle ochlazeny 

na ledu (obr. 8).  
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Obrázek 8. Aplikace paramagnetických mikročástic pro izolaci oxidačních produktů 

a fragmentů DNA (PM: paramagnetické částice, SM: magnetický stojánek, Fl: flavonolignan, 

M: kov) 

 

4.3.5.5 Gelová elektroforéza oligonukleotidů 

Připravené vzorky obsahující 50 µg.ml-1 DNA byly smíchány se  vzorkovacím pufrem 

Fermentas (Thermo Fisher Scientific Inc.) v poměru 5:1 a inkubovány v termostatu po dobu 

2 min při teplotě 95 °C. V aparatuře pro elektroforézu byl připraven 15% separační a 10% 

zaostřovací polyakrylamidový gel o tloušťce 1,5 mm. Elektroforéza byla provedena 

v migračním pufru při konstantním napětí 150 V po dobu 1-1,5 hodiny. Gel byl obarven 

0,02% roztokem methylenové modře a následně odbarven destilovanou vodou. 

Denzitometrická analýza gelu, zahrnující studium prooxidačních vlastností jednotlivých 

flavonolignanů, byla provedena s využitím programu Image J software (verze 1.4). 
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4.4 Elektrochemická analýza interakcí flavonolignanů silymarinového 

komplexu s membránami erytrocytů a HPLC-MS analýza metabolitů 3-O-

galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu 

4.4.1 Interakce flavonolignanů silymarinového komplexu s membránami erytrocytů 

4.4.1.1 Vazba flavonolignanů na membrány erytrocyty 

Čerstvá lidská krev byla získána se souhlasem od jednoho zdravého dobrovolníka 

a odebrána do zkumavek s EDTA. Alikvoty plné krve byly inkubovány po dobu 10 min 

při pokojové teplotě se silybinem, silymarinem (10 a 100 µmol.l-1 v DMSO) a/nebo 

L-argininem (20 a 200 µmol.l-1). Červené krvinky byly následně odděleny opakovanou 

centrifugací při 500 x g (až 12 x) v Hankově roztoku (HBSS). Alikvoty erytrocytární 

suspenze (50 µl erytrocytů + 50 µl HBSS) a jejich supernatanty byly analyzovány [156]. 

 

4.4.1.2 Elektrochemická analýza flavonolignanů po vazbě na membrány erytrocytů  

5 µl vzorku bylo po dobu 60 s adsorbováno na povrch elektrody z pyrolytického 

grafitu. Následně byla pracovní elektroda opláchnuta v deionizované H2O a umístěna 

do elektrochemické cely obsahující základní elektrolyt (Britton-Robinsonův pufr pH 7,4). 

Parametry voltametrického měření: počáteční potenciál 0 V, konečný potenciál -1,5 V, 

frekvence 200 Hz, potenciálový krok 5 mV, amplituda 25 mV. Voltametrické měření 

probíhalo za pokojové teploty pomocí analyzátoru µAutolab III v tříelektrodovém uspořádání: 

pracovní elektroda (uhlíková elektroda z pyrolytického grafitu PGE), referenční elektroda 

(Ag/AgCl/3M KCl) a pomocná elektroda (platinový drátek).   

 

 

Obrázek 9. Interakce erytrocytů s flavonolignany silymarinového komplexu a následná ex 

situ voltametrická analýza vzniklého komplexu na povrchu uhlíkové elektrody. 
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4.4.2 Metabolická studie 3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na lidských 

hepatocytech 

4.4.2.1 Izolace lidských hepatocytů 

Lidské hepatocyty byly izolovány z části jater multiorgánových dárců dvoufázovou 

kolagenovou perfuzí [154]. Játra (cca 250 g) byla promyta roztoky v následujícím pořadí: 

HEPES 1, EGTA, HEPES 2 a roztokem HEPES 3. Poté byla játra rozmělněna v roztoku 

HEPES 4 a uvolněné buňky byly přefiltrovány přes sterilní gázu, centrifugovány (3 min, 

50 x g, 4 °C) a promyty HEPES 4. Následovala opětovná centrifugace (3 min, 50 x g, 4 °C) a 

promytí kultivačním médiem (3 x). Po poslední centrifugaci byly buňky rozsuspendovány v 

bezsérovém médiu ISOM. Životnost a počet buněk byly stanoveny na základě barvení 

trypanovou modří. 

 

4.4.2.2 Příprava suspenzních kultur lidských hepatocytů 

Počet buněk byl stanoven v Bürkerově komůrce na základě barvení trypanovou modří. 

Hepatocyty byly naředěny bezsérovým médiem ISOM na koncentraci buněk 4.106 buněk/ml 

a přeneseny do baněk na rotační zařízení při teplotě vodní lázně 37 °C (obr. 10). 

 

4.4.2.3 Příprava primárních kultur lidských hepatocytů na experimenty 

Počet buněk byl stanoven v Bürkerově komůrce na základě barvení trypanovou modří. 

Buňky byly naředěny příslušným kultivačním médiem a vysety na 6-jamkové desky 

v koncentraci 1,3.105 buněk/cm2. Následující den bylo médium vyměněno za bezsérové.  

 

4.4.2.4 Příprava Balb/c 3T3 na experimenty 

Počet buněk byl stanoven v Bürkerově komůrce na základě barvení trypanovou modří. 

Buňky byly naředěny příslušným kultivačním médiem a vysety na 96-jamkové desky 

v koncentraci 2.104 buněk/jamku.  

 

4.4.2.5 Stanovení buněčného poškození 

Cytotoxicita studovaných flavonoidů 

K buněčné linii Balb/c 3T3 nebo kultuře lidských hepatocytů byl přidán 3-O-

galloylkvercetin/7-O-galloyltaxifolin v příslušném bezsérovém médiu ve výsledných 

koncentracích 1, 5, 10, 25 a 50 µmol.l-1 nebo Triton X-100 1,5% (v/v). Výsledná koncentrace 

DMSO v médiu byla 0,1% (v/v). Kontrolní buňky byly připraveny inkubací s příslušným 
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objemem DMSO. Po inkubaci 24 h (37 °C, 5 % CO2) byl sledován vliv flavonoidů 

na buněčné poškození pomocí MTT testu. 

 

MTT test 

Princip metody: Žlutá tetrazoliová sůl MTT je redukována mitochondriálními 

dehydrogenasami metabolicky aktivních buněk na fialové, ve vodě nerozpustné formazánové 

barvivo, jehož koncentrace je po rozpuštění v organickém rozpouštědle stanovena 

spektrofotometricky při 540 nm [160].  

Postup: Buňky byly opláchnuty sterilním PBS a následně bylo aplikováno 100 µl 

čerstvého bezsérového média a 10 µl roztoku MTT (5 mg.ml-1 PBS). Po inkubaci 2 h (37 °C, 

5 % CO2) bylo médium odsáto a do jamek bylo aplikováno 200 µl DMSO s 1% NH3. Po 

5 min byla měřena absorbance vzniklého modrofialového roztoku. 

Životnost buněk byla počítána ze vztahu: 

životnost (%) = (Av/As) x 100; (Av = absorbance vzorku, As = absorbance kontroly) 

 

4.4.2.6 Biotransformace 3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na lidských 

hepatocytech 

Příprava vzorku pro HPLC/MS analýzu: 

Suspenze hepatocytů (4.106 buněk/ml) byly inkubovány s 0,1% (v/v) DMSO 

(kontrola) nebo s 50 µmol.l-1 3-O-galloylkvercetinem/7-O-galloyltaxifolinem v rotačním 

zařízení při 37 °C po dobu 1 a 2 hodin. Životnost hepatocytů na konci inkubace byla ověřena 

trypanovou modří. Po uplynutí doby inkubace byl odebrán 1 ml suspenze buněk 

a centrifugován (3 min při 100 x g). Médium bylo odebráno a zamraženo. Hepatocyty byly 

promyty 0,5 ml PBS (3 x) a zamraženy. Před HPLC/MS analýzou bylo médium smícháno 

s 0,2 ml methanolu obsahujícím 5% (v/v) kyselinu octovou, vzorky byly cetrifugovány 

(2 min, 14000 x g, 4 °C) a supernatant byl analyzován. Hepatocyty byly rozsuspendovány 

v 0,4 ml methanolu obsahujícím 5% (v/v) kyselinu octovou a sonikovány 10 s (amplituda 50 

%, doba pulsu 0,5 s). Vzorky byly cetrifugovány (2 min, 14000 x g, 4 °C) a supernatant byl 

analyzován (obr. 10). 

 

HPLC/ESI-QqTOF MS analýza 

HPLC/ESI-QqTOF MS analýza byla prováděna na chromatografickém systému 

Acquity UPLC s chromatografickou kolonou Agilent Phenyl Zorbax XDB 

(150 mm x 2,1 mm, i.d., 5 µm;). Binární gradientová eluce byla provedena s průtokovou 
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rychlostí 0,4 ml.min-1, teplotou kolony 35 °C. Složení mobilní fáze A: 1% kyselina octová 

a methanol 90:10 (v/v), mobilní fáze B: čistý methanol. Program gradientu: 0-14 min 

10-50 % B; 14-16 min 50-100 % B; 16-18 min 100-10 % B; 18-20 min 10 % B. Nastřikované 

množství vzorku bylo 5 µl. Kapalinový chromatograf byl on-line napojen na hmotnostní 

spektrometr Waters QqTOF Premier Mass Spectrometer. Vzorky byly ionizovány 

elektrosprejem v negativním modu s následujícími parametry: napětí zdroje 2,1 kV, teplota 

kapiláry 300 °C, napětí na kapiláře 40 V. Dusík byl použit jako sušící plyn a helium jako 

kolizní plyn. Průtok sušícího plynu byl 500 l.h-1. Doba skenování byla 0,5 s v rozsahu 50 až 

1000 Da. Nižší kolizní energie pro MS sken byla 5 eV a vyšší kolizní energie pro MSE byla 

v rozsahu 20-35 eV. Spektrometr byl kalibrován na standardní roztok mravenčanu sodného. 

Data byla kalibrována na externí referenční vzorek leucin-enkefalín (200 µg.l-1 ve směsi 

voda:acetonitril:kyselina mravenčí; 100:100:0,2; s průtokovou rychlostí 5 µl.min-1) 

a vyhodnocena pomocí softwaru MetaboLynx V4.1 (Waters Corp., USA). 

 

 

Obrázek 10. Přípravy lidských hepatocytů pro stanovení toxicity a identifikaci 

biotransformačních produktů.  
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5. VÝSLEDKY 

 

5.1 Ex situ a in situ elektrochemická analýza flavonolignanů pomocí 

uhlíkových elektrod 

5.1.1 Oxidace a adsorpce flavonolignanů na povrch elektrod 

Silybin (směs diastereomerů A a B v přibližném poměru 1:1), jeho dva selektivně 

methylované deriváty, 2,3-dehydrosilybin a isosilybin (obr. 11) byly nejdříve rozpuštěny (viz 

4.3.1), naředěny do 0,2 mol.l-1 fosfátového pufru (pH 7,4) a studovány in situ (viz 4.3.2.2) a 

ex situ (viz 4.3.2.1) cyklickou volumetrií (CV) a voltametrií s vkládaným pravoúhlým 

napětím (SWV) (obr. 12) na pyrolytické grafitové elektrodě (PGE). Studované látky v 

adsorbovaném stavu podléhají vícestupňové oxidaci striktně závislé na pH základního 

elektrolytu. Na voltamogramech silybinu, isosilybinu a 7-O-methylsilybinu byly pozorovány 

při pH 7,4 dva oxidační píky, oxidační pík 1, Ep1 = +0,50 V a oxidační pík 2, Ep2 = +0,85 V. 

V případě 20-O-methylsilybinu byl pozorován pouze druhý oxidační pík. U 2,3-

dehydrosilybinu se kromě oxidačních píků 1 a 2 navíc objevuje oxidační pík 3 při potenciálu 

nižším, Ep3 = +0,30 V, než jsou potenciály oxidačních píků 1 a 2. Při skenu od 0 do +1 V byla 

pozorována reverzibilita oxidačního píku 1. Oxidační pík 2 a 3 (u 2,3-dehydrosilybinu) 

odpovídá ireverzibilnímu elektrodovému ději (obr. 12). Reverzibilita oxidačního píku 1 byla 

potvrzena také rozložením SW voltamogramu (Inet = If + Ib). S rostoucím počtem CV skenů 

se výšky píků (velikost anodického proudu) snižují. Pokud je elektroda polarizovaná E > 

+1 V, žádný pík v katodické větvi cyklického voltamogramu nepozorujeme. 

 

 

Obrázek 11. Struktura silybinu, jeho methylovaných derivátů a 2,3-dehydrosilybinu. 
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Obrázek 12. (A) Cyklické a (B) square wave voltamogramy silybinu (SB), 2,3-

dehydrosilybinu (DHSB), 20-O-methylsilybinu (20MeSB), isosilybinu (ISOSB) a 7-O-

methylsilybinu (7MeSB). Experimentální podmínky: doba akumulace 60 s, koncentrace látek 

50 µg.ml-1, základní elektrolyt fosfátový pufr (pH 7,4). CV parametry: počáteční potenciál 

0 V, potenciál obratu +1,5 V, potenciálový krok 5 mV, rychlost skenu 1 V.s-1. SWV 

parametry: počáteční (0 V) a koncový (+1,5 V) potenciál, potenciálový krok 5 mV, amplituda 

25 mV, frekvence 200 Hz. 

 

Oxidace flavonolignanů je striktně závislá na pH základního elektrolytu. U silybinu 

pozorujeme nejvyšší proudové odezvy (ip) v rozmezí pH 6-7,5. Velmi podobné chování 

vykazují jeho deriváty kromě 2,3-dehydrosilybinu, kdy nejvyšší proudovou odezvu 

pozorujeme při pH 5. Kromě vlivu pH na výšku píků byla také pozorovaná závislost pH 

na potenciálu píků (Ep). S rostoucím pH základního elektrolytu dochází k posunu potenciálů 

oxidace směrem k méně pozitivním hodnotám. S jednotkou pH se potenciál oxidačních píků 

posouvá o ~ 59 mV (obr.13).  
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Obrázek 13. (A) 3D voltamogramy silybinu při pH 3,5-10,5. (B) Závislost výšky (ip) a 

potenciálu (Ep) oxidačních píků 1 a 2 silybinu na pH základního elektrolytu. Experimentální 

podmínky: metoda SWV, doba akumulace 60 s, koncentrace silybinu 10 µmol.l-1, základní 

elektrolyt Britton-Robinsonův pufr (pH 3,5-10,5). SWV parametry: počáteční (0 V), koncový 

(+1,5 V) potenciál, frekvence 200 Hz, amplituda 25 mV, potenciálový krok 5 mV. 

 

Flavonolignany na povrchu elektrody podléhají redoxním dějům, kdy dochází 

k výměně elektronů a protonů v závislosti na pH elektrolytu. Kromě výše popsaných 

faradaických dějů je oxidace flavonolignanů na povrchu elektrody ovlivněna adsorpcí. 

Adsorpci můžeme experimentálně potvrdit dvěma způsoby. Sledováním závislosti velikosti 

proudu oxidačních píků na rychlosti polarizace elektrody a na době akumulace látek na 

povrchu elektrody [161]. 

Adsorpční chování bylo nejdříve studováno závislostí velikosti proudové odezvy 

oxidačního píku 1 silybinu na rychlosti polarizace elektrody (50-2000 mV.s-1), kdy linearita 

uvedené závislosti (y = 0,00871x - 0,2969 a R = 0,9913) ukazuje na děje řízené adsorpcí (obr. 

14).  
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Obrázek 14. (A) Voltamogramy silybinu při různých rychlostech skenu. (B) Závislost výšky 

(ip) oxidačního píku 1 silybinu na rychlosti polarizace elektrody. Experimentální podmínky: 

doba akumulace: 60 s, koncentrace silybinu: 10 µmol.l-1, základní elektrolyt: fosfátový pufr 

(pH 7,4), CV parametry: počáteční (-1 V), potenciál obratu (+1,5 V), koncový potenciál (-1V) 

amplituda 25 mV, potenciálový krok 5 mV. 

 

Výše uvedený experiment byl proveden při plně pokrytém povrchu PGE 

flavonolignany. Kinetika adsorpce silybinu je ukázána na obr. 15. S rostoucí dobou 

akumulace se objevuje pík 1*, který pravděpodobně souvisí s tvorbou adsorbované vrstvy. 

  

Obrázek 15. (A) Voltamogramy silybinu při různých časech adsorpce. (B) □ je závislost 

výšky oxidačního píku 1 a ▲ je závislost výšky oxidačního píku 2  silybinu na době 

akumulace, 100% = výška oxidačního píku 1 po akumulaci 30 s.  Experimentální podmínky: 

metoda SWV, koncentrace silybinu 10 µmol.l-1, základní elektrolyt Britton-Robinsonův pufr 

A B 

A B 
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(pH 3,5-10,5). SWV parametry: počáteční (0 V), koncový (+1,5 V) potenciál, frekvence 

200 Hz, amplituda 25 mV, potenciálový krok 5 mV. 

 

5.1.2 Antioxidační a chelatační vlastnosti flavonolignanů 

Na základě hodnot potenciálů prvních oxidačních píků studovaných látek můžeme 

usuzovat o schopnosti látek odevzdávat elektrony a protony. Čím je hodnota potenciálu 

prvního oxidačního píku nižší, tím snadněji se látka oxiduje a má tedy vyšší antiradikálovou 

resp. antioxidační aktivitu [126]. 

Potenciály prvního oxidačního píku flavonolignanů byly porovnány s potenciály 

prvních oxidačních píků flavonolů a taxifolinu. 50 µmol.l-1 roztoky flavonolignanů, flavonolů 

a taxifolinu byly rozpuštěny (viz 4.3.1), naředěny do Britton-Robinsonova pufru (pH 3,5; 7,4 

a 12) a měřeny in situ (viz 4.3.2.2) a ex situ (viz 4.3.2.1) voltametrií. Potenciály píků 

uvedených v tabulce 3 jsou naměřeny pomocí in situ CV, hodnoty odečtené ze SW 

voltamogramů jsou obdobné s odchylkou ±0,05 V. 

 

Tabulka 3. Potenciály oxidačních píků (Ep) flavonolignanů, flavonolů a taxifolinu; měřeno 

AdT CV. Experimentální podmínky i CV parametry stejné jako u obr. 12, ↑ míra antioxidační 

kapacity. 

 

flavonoid 

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

Ep1 Ep2 Ep3 Ep1 Ep2 Ep3 Ep1 Ep2 Ep3 

flavonolignany           

silybin ↑ 0,75 1,13  0,54 0,84  0,23 0,47  

2,3-dehydrosilybin ↑↑ 0,73 1,10 0,55 0,48 0,83 0,36    

7-O-methylsilybin ↑ 0,85 1,17  0,49 0,89  0,21   

20-O-methylsilybin   1,13   0,96   0,48  

isosilybin ↑ 0,77 1,14  0,53 0,88  0,23 0,45  

flavonoly*           

kvercetin ↑↑↑↑    0,12 0,89     

rutin ↑↑↑    0,25 0,86     

isokvercitrin ↑↑↑    0,25 0,84     

taxifolin* ↑↑↑↑    0,18      

*) testováno pouze pro pH 7,4 
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Interakce silybinu s ionty přechodných kovů (Ni2+, Fe3+, Cu2+ a Zn2+) byla studována 

ex situ SWV voltametrií (viz 4.3.2.1). Po inkubaci silybinu (viz 4.3.5.1) s výše uvedenými 

ionty přechodných kovů došlo ve všech případech k poklesu anodických píků silybinu. Byla 

pozorována vysoká afinita silybinu k  Cu2+ iontům (hodnoceno na základě poklesu výšky 

oxidačních píků po přídavku kovu). Při koncentraci silybinu 10 µmol.l-1 dochází po přídavku 

Cu2+ iontů o koncentraci 0-5 µmol.l-1 k poklesu oxidačního píku 2 silybinu a nárůstu nového 

oxidačního píku při potenciálu Ep = +1,0 V. Pro koncentrace Cu2+ iontů vyšších než 5 µmol.l-1 

zůstává velikost proudové odezvy konstantní (obr. 16A). Stechiometrický poměr komplexu 

silybin/Cu byl určen 2:1. Komplex silybin/Cu po přídavku EDTA o koncentraci 100 µmol.l-1 

disociuje, což je prokázáno přítomností původních oxidačních píků silybinu (obr. 16B).  

 

0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5
0

10

20

30

40

50

60

elektrolyt

 

i (
µA

)

E / V (vs. Ag/AgCl)

 SB
 SB+ 2 µM Cu2+

 SB+ 4 µM Cu2+

0 2 4 6 8 10

0

2

4

6

8

 

 

i p ( µµ µµ
A
)

koncentrace Cu 2+ (µM)  

Obrázek 16. (A) SW voltamogramy silybinu a jeho komplexu s Cu2+ a (B) závislost 

oxidačního píku 2 silybinu a píku SB/Cu na koncentraci Cu2+. Experimentální podmínky: 

koncentrace silybinu 10 µmol.l-1, základní elektrolyt fosfátový pufr (pH 7,4), doba adsorpce 

60 s. SWV parametry: počáteční (0 V), koncový (+1,5 V) potenciál, frekvence 200 Hz, 

amplituda 25 mV, potenciálový krok 5 mV. 

  

 

 

 

 

 

pík 1 
pík 1* 

pík 2 

pík SB/Cu 

pík 2 

pík SB/Cu 

A B 



VÝSLEDKY  

38 
 

5.1.3 Interakce flavonoidů s DNA  

5.1.3.1 Elektrochemická analýza dsDNA 

Po rozpuštění a naředění dsDNA (viz 4.3.3) na požadovanou koncentraci, byla 

provedena elektrochemická analýza v acetátovém (pH 5) a fosfátovém (pH 7) pufru na 

elektrodě ze skelného uhlíku (GCE) a pyrolytického grafitu. Na DP voltamogramu 

pozorujeme oxidační píky guaninu (Gox) a adeninu (Aox), výška píků je závislá na koncentraci 

dsDNA a pH elektrolytu (obr.17).  
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Obrázek 17. DP voltamogram dsDNA o koncentraci (▬) 100 µg.ml-1, (���) 150 µg.ml-1, 

(•••) 200 µg.ml-1 v (A) acetátovém (pH 5) a (B) fosfátovém (pH 7) pufru. DPV parametry: 

pulzní amplituda 50 mV, doba pulzu 70 ms, rychlost skenu 5 mV.s-1. 

 

Jednotlivé píky byly identifikovány na základě elektrochemické analýzy poly[G] 

a poly[A] v acetátovém (pH 5) a fosfátovém (pH 7) pufru (obr. 18). 
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Obrázek 18. DP voltamogram (A) poly[A] o koncentraci 100 µg.ml-1 a (B) Poly[G] 

o koncentraci 150 µg.ml-1v acetátovém (pH 5) a fosfátovém (pH 7) pufru. DPV parametry: 

pulzní amplituda 50 mV, doba pulzu 70 ms, rychlost skenu 5 mV.s-1. 

 

5.1.3.2 Interakce flavonolignanů s DNA 

Byla zkoumána interakce dsDNA a ssDNA s flavonolignany (viz 4.3.5.3), silybinem 

a jeho 2,3-dehydroderivátem. V případě silybinu i 2,3-dehydrosilybinu došlo pouze 

k mírnému poklesu oxidačních píků flavonolignanů i píků souvisejících s oxidací DNA bází, 

a to primárně v důsledku kompetice obou komponent o povrch pracovní elektrody. Dále byly 

vzorky flavonolignanů a komplexy flavonolignanů s ionty kovu (Cu2+) inkubovány 

v přítomnosti oligonukleotidů bohatých na guaninové a adeninové báze. V obou případech 

došlo k poklesu oxidačních píků flavonolignanů i píků souvisejících s oxidací DNA bází, a to 

především při analýze DNA v přítomnosti komplexů flavonolignan/kov. Po přidání H2O2 

k DNA a studovaným komplexům byly pozorovány poklesy oxidačních píků v závislosti 

na čase. Kinetická křivka je ukázána na obr. 19. Jako kontrolní vzorek byla analyzována DNA 

v přítomnosti Cu2+ a H2O2 (kdy dochází relativně rychle k oxidaci guaninových bází 

v důsledku velkého množství reaktivních forem kyslíku - pozitivní kontrola) a DNA 

v přítomnosti H2O2 (kdy nedochází k produkci volných radikálů - negativní kontrola). 
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Obrázek 19. (A) SW voltamogramy silybin/Cu komplexu s ssDNA v přítomnosti či 

nepřítomnosti H2O2. (B) Závislost výšky Gox na době inkubace ssDNA s H2O2 (∆), Cu2+ 

a H2O2 (�) a silybin/Cu komplex + H2O2 (�); 100% = výška Gox nativní DNA. Experimentální 

podmínky: koncentrace silybin/Cu komplexu 10 µmol.l-1, koncentrace ssDNA 20 µg.ml-1, 

6% H2O2, základní elektrolyt acetátový pufr (pH 5). SWV parametry: počáteční (0 V), 

koncový (+1,5 V) potenciál, frekvence 200 Hz, amplituda 25 mV, potenciálový krok 5 mV. 

 

5.1.4 Vliv substituce gallátem na elektrochemickou oxidaci silybinu a kvercetinu, 

antioxidační a prooxidační vlastnosti  

5.1.4.1 Oxidace 3-O-galloylsilybinu a 3-O-galloylkvercetinu 

Pro identifikaci dějů odpovědných za oxidační píky 3-O-galloylsilybinu (SBG) a 3-O-

galloylkvercetinu (QG) byla provedena srovnávací studie s 5 µmol.l-1 kyselinou gallovou, 

jejím methylesterem a samotným kvercetinem a silybinem (obr. 20). Studované látky byly 

nejdříve rozpuštěny (viz 4.3.1), naředěny a analyzovány in situ  voltametrií (viz 4.3.2.2) 

na GCE.  DP voltamogramy kyseliny gallové a jejího methylesteru ukázaly dva oxidační 

píky, oxidační pík 1a při potenciálu, Ep1a = +0,12 V, a oxidační pík 2a, při potenciálu, Ep2a = 

+0,49 V (obr. 21). Velikost proudové odezvy oxidačního píku 2a byla několikanásobně menší 

v porovnání s oxidačním píkem 1a. U methylderivátu byl tento pík pozorován pouze 

za určitých experimentálních podmínek (při nižším pH základního elektrolytu). 

Na voltamogramu kvercetinu a silybinu byly pozorovány dva oxidační píky, při potenciálech 

Ep1a = +0,16 V a Ep2a = +0,74 V pro kvercetin a  Ep1a = +0,47 V a Ep2a = +0,74 V pro silybin 

(obr. 21). 
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Obrázek 20. Struktura kyseliny gallové, jejího methylesteru, kvercetinu, silybinu, 3-O-

galloylkvercetinu a 3-O-galloylsilybinu. 
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Obrázek 21. DPV voltamogramy 5 µmol.l-1 kyseliny gallové (GA), methylesteru kyseliny 

gallové (MeGA), kvercetinu (Q) a 10 µmol.l-1 3-O-galloylkvercetinu (QG), silybinu (SB) 

a 3-O-galloylsilybinu (SBG) ve fosfátovém pufru (pH 7), DPV parametry: pulzní amplituda 

50 mV, doba pulzu 70 ms, rychlost skenu 5 mV.s-1. 

 

Elektrochemické chování 3-O-galloylsilybinu a 3-O-galloylkvercetinu bylo zkoumáno 

pomocí CV (obr. 22). 3-O-galloylkvercetin se oxiduje ve třech stupních při potenciálech 

Ep1a = +0,19 V, Ep2a = +0,27 V a Ep3a = +0,87 V. 3-O-galloylsilybin podléhá též třístupňové 

oxidaci při potenciálech, Ep1a = +0,17 V, Ep2a = +0,55 V a Ep3a = +0,83 V.  
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Obrázek 22. CV voltamogramy (A) 50 µmol.l-1 3-O-galloylkvercetinu a (B) 20 µmol.l-1 3-O-

galloylsilybinu; základní elektrolyt: fosfátový pufr (pH 7), počáteční potenciál (0 V), 

potenciál obratu (+1,3 V), koncový (0 V); rychlost skenu 25 mV.s-1. 
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Reverzibilita oxidačních píků 3-O-galloylsilybinu a 3-O-galloylkvercetinu byla 

zkoumána CV v rozmezí potenciálů uvedených v legendě u obr. 23 s rychlostí skenu 1 V.s-1. 

Metodou SWV byla ověřena reverzibilita oxidačních píků. 
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Obrázek 23. CV voltamogramy 20 µmol.l-1: (A) 3-O-galloylkvercetinu a (B) 

3-O-galloylsilybinu, základní elektrolyt fosfátový pufr (pH 7), CV parametry: (A) počáteční 

potenciál -0,2 V, potenciál obratu (▬) +1,3 V, (•••) +0,4 V a (���) +0,2 V, koncový potenciál 

-0,2 V, (B) počáteční potenciál –0,2 V,  potenciál obratu (▬)   +1,3 V, (•••) +0,7 V a (���) 

+0,3 V, koncový potenciál -0,2 V; rychlost skenu 1.0 V.s-1. 

 

Závislost velikosti proudu a potenciálu oxidačních píků na pH elektrolytu byla 

studována v širokém rozmezí pH (1,2 - 12,04). S klesajícím pH dochází k posunu potenciálů 

oxidačních píků k více pozitivním hodnotám (obr. 24 a 25). Od pH > 10 oxidační proces není 

závislý na pH pro 3-O-galloylkvercetin a od pH > 8 pro 3-O-galloylsilybin.  
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Obrázek 24. (A) DP voltamogram 50 µmol.l-1 3-O-galloylkvercetinu a (B) odpovídající 

závislost potenciálů (■) Ep1a, (●) Ep2a and (▲) Ep3a na pH, rychlost skenu 5 mV.s-1. 
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Obrázek 25. (A) DP voltamogram 20 µmol.l-1 3-O-galloylsilybinu a (B) odpovídající 

závislost potenciálů (■) Ep1a, (●) Ep2a a (▲) Ep3a na pH, rychlost skenu 5 mV.s-1. 

 

5.1.4.2 Antioxidační vlastnosti 

 Pomocí voltametrických metod byl zkoumán vliv substituce gallátem na oxidaci 

silybinu (obr. 26). Jak můžeme vidět na CV resp. SWV voltamogramech (obr. 27) 7-O-

galloylsilybinu, oxidační pík související s oxidací pyrogallové skupiny (pík G) leží při nižších 

hodnotách potenciálu v porovnání s prvním oxidačním píkem silybinu. 
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Obrázek 26. Struktura 7-O-galloylsilybinu a silybinu. 
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Obrázek 27. (A) CV a (B) SW voltamogramy 50 µmol.l-1 silybinu (SB) a 7-O-galloylsilybinu 

(7GSB) základní elektrolyt fosfátový pufr (pH 7,4), doba akumulace 30 s, CV parametry: 

počáteční potenciál (0 V), potenciál obratu (+1,5 V), koncový potenciál (0 V), rychlost skenu 

1 V.s-1, SWV parametry: počáteční (0 V) a koncový (+1,5 V) potenciál, frekvence 200 Hz. 

 

 Antiradikálová aktivita a celková antioxidační kapacita byla dále studována pomocí 

DPPH testu a chemiluminiscence. K určení antiradikálové aktivity byla použita metoda 

zhášení DPPH radikálu (viz 4.3.4.1) (obr. 28). Výsledek byl vyjádřen jako schopnost 

studovaných látek (v koncentracích 10, 25 a 50 µmol.l-1) vychytávat difenylpikrylhydrazylový 

radikál v porovnání s troloxem. Antiradikálová aktivita 7-O-galloylsilybinu je vyšší než u 

samotného silybinu i troloxu. Dále byla studována celková antioxidační kapacita pomocí 

chemiluminiscence (viz 4.3.4.2). Výsledek byl vyjádřen jako čas v sekundách, po který 
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studované látky byly schopny inhibovat světelnou emisi [159]. Zpoždění chemiluminiscence 

koresponduje s narůstající antioxidační (antiradikálovou) aktivitou. 
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Obrázek 28. (A) DPPH, * hodnota signifikantně odlišná od  troloxu (p < 0,01), # 

signifikantní rozdíly mezi 7-O-galloylsilybinem (7-GSB) a silybinem (SB); 100% = 50,9% 

inhibice a (B) chemiluminiscenční test. 

 

5.1.4.3 Prooxidační vlastnosti 

 Prooxidační vlastnosti komplexů 7-O-galloylsilybinu a silybinu s Cu2+ byly studovány 

pomocí elektrochemických a elektroforetických metod. Komplexace Cu2+ se silybinem byla 

již popsána výše (obr. 16). Pro 7-O-galloylsilybin je komplexace ukázaná na obr. 29 (viz 

4.3.5.1). Proudová odezva oxidačního píku G (pyrogallová skupina) a oxidačního píku 2 

s rostoucí koncentrací Cu2+ výrazně klesla až do úplného vymizení. Naproti tomu minimální 

proudová odezva píku 1 byla detekovaná i po přídavku 20 µmol.l-1 Cu2+ (obr. 29). 
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Obrázek 29. (A) SW voltamogramy a (B) závislost výšky píků 7-O-galloylsilybinu 

na koncentraci Cu2+; koncentrace 7-O-galloylsilybinu 10 µmol.l-1, 100 % = výška oxidačního 

píku G bez přítomnosti Cu2+, základní elektrolyt fosfátový pufr (pH 7,4). SWV parametry: 

počáteční (0 V) a koncový (+1,4 V) potenciál, frekvence 200 Hz.  

 

 Pro ověření stechiometrického poměru komplexu 7-O-galloylsilybinu/Cu byla 

provedena UV/VIS spektroskopická analýza (viz 4.3.5.2). Absorpční spektrum 7-O-

galloylsilybinu ukazuje dva překrývající se píky při vlnové délce 206 nm a 225 nm a jeden při 

286 nm. S rostoucí koncentrací CuCl2 klesá výška absorpčních pásů 7-O-galloylsilybinu 

(obr. 30). Uvedená interakce Cu2+ s 7-O-galloylsilybinem byla provedena v přítomnosti 

molekulárního kyslíku. 

 

200 250 300 350 400 450
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

λλλλ206206206206

λλλλ225225225225

 

 

ab
os

rb
an

ce

vlnová délka (nm)

 0

 1

 3

 5

 10

 20

 50

koncentrace CuCl2 (µµµµmol.l-1)

λλλλ286286286286

0 5 10 15 20 50

25

50

75

100

 
 

ab
so

rb
an

ce
 (

%
)

koncentrace CuCl
2
 (µmol.l -1)

 206
 225
 286

 

Obrázek 30. (A) Absorpční spektra a (B) závislost absorbance při vlnové délce 206, 225 a 

286 nm 7-O-galloylsilybinu na koncentraci CuCl2; koncentrace 7-O-galloylsilybinu 
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10 µmol.l-1, 100 % = maximum absorpčního pásu 7-O-galloylsilybinu bez přítomnosti Cu2+ 

při vlnové délce 206 nm. 

 

 Studium oxidativních modifikací DNA bylo založeno na sledování oxidačních píků 

bází guaninu (Gox) a adeninu (Aox) [162]. V přítomnosti poškozujícího agens dochází 

k poklesu zmíněných oxidačních píků. Prooxidační vlastnosti komplexu 

7-O-galloylsilybin/Cu byly srovnány s prooxidačními vlastnostmi komplexu silybin/Cu a Cu2+ 

v přítomnosti H2O2 (obr. 31A). Prooxidační vlastnosti komplexu 7-O-galloylsilybin/Cu byly 

nižší než u komplexu silybin/Cu a Cu2+ v přítomnosti H2O2.  

 Prooxidační vlastnosti komplexů 7-O-galloylsilybin/Cu a silybin/Cu v přítomnosti 

H2O2 vůči dsDNA byly ověřeny elektroforeticky (viz 4.3.5.5) (obr. 31 B). Dále byl studován 

vliv telecího sérového albuminu (BSA) na poškození a fragmentaci DNA v přítomnosti 

komplexů flavonolignanů s Cu2+ ionty. V přítomnosti proteinu dochází k výraznému potlačení 

prooxidačních vlastností komplexů flavonolignanů s Cu2+ ionty vůči DNA. 
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Obrázek 31. (A) Závislost výšky píku Gox po inkubaci oligonukleotidů s komplexem 

flavonolignan/kov v přítomnosti H2O2. (B) Denzitometrická detekce úbytku dsDNA po 

inkubaci s a) komplexem flavonolignan/kov, b) komplexem flavonolignan/kov v přítomnosti 

H2O2, c) komplexem flavonolignan/kov v přítomnosti H2O2 a BSA. Koncentrace 

flavonolignanů byla 10 µmol.l-1 a DNA 20 µg.ml-1 (A) a 50 µg.ml-1 (B), koncentrace BSA 10 

µg.ml-1, základní elektrolyt acetátový pufr (pH 5). SWV parametry: počáteční (0 V) a 

konečný (+1,5 V) potenciál, frekvence 200 Hz, * množství dsDNA v přítomnosti komplexu 

signifikantně odlišné od množství dsDNA v přítomnosti Cu2+ (p < 0,01), # množství dsDNA 

v přítomnosti komplexu a H2O2 signifikantně odlišné od množství dsDNA v přítomnosti H2O2
 

(p < 0,01), & množství dsDNA v přítomnosti komplexu a H2O2 signifikantně odlišné od 
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množství dsDNA v přítomnosti Cu2+ a H2O2 (p < 0,01), @ množství dsDNA v přítomnosti 

komplexu, H2O2 a BSA signifikantně odlišné od množství dsDNA v přítomnosti komplexu a 

H2O2 (p < 0,01), % množství dsDNA ve vzorcích a,b pro SB signifikantně odlišné od 

množství dsDNA ve vzorcích a,b pro 7GSB (p < 0,01). 



VÝSLEDKY  

50 
 

5.2 Elektrochemická analýza interakcí flavonolignanů silymarinového 

komplexu s membránami erytrocytů a HPLC-MS analýza metabolitů 3-O-

galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu 

5.2.1 Interakce flavonolignanů silymarinového komplexu s membránami erytrocytů 

Interakce silybinu, hlavní obsahové komponenty silymarinu s lidskými erytrocyty byla 

studována pomocí ex situ voltametrie (viz 4.4.1.2). Po inkubaci erytrocytů se silymarinem 

a následném důkladném promytí erytrocytů byla interakce hodnocena na základě pozorování 

prvního oxidačního píku silybinu (Ep = +0,5 V) po adsorpci erytrocytů na povrch PG 

elektrody. SW voltamogramy erytrocytů s navázaným silymarinem byly srovnány 

se samotnými erytrocyty, 10 µmol.l-1 silymarinem a L-argininem (obr. 32), který hraje 

rozhodující roli v detoxikaci amoniaku, produkci oxidu dusnatého a kreatinu [153]. 
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Obrázek 32. (A) SWV voltamogram silymarinu (SMN) po interakci s erytrocyty (RBC), 

základní elektrolyt Britton-Robinsonův (pH 7,4), doba akumulace 60 s. SWV parametry: 

počáteční (0 V) a koncový (+1,4 V) potenciál, frekvence 200 Hz a (B) Procentuální 

zastoupení výšky oxidačního píku 1 silybinu v analyzovaných vzorcích, 100% = výška 

oxidačního píku 1 silybinu při koncentraci silymarinu 10 µmol.l-1.  
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5.2.2 Metabolická studie 3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na lidských 

hepatocytech 

5.2.2.1 Toxicita 3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na lidských hepatocytech 

a Balb/c 3T3 

Toxicita studovaných látek byla sledována na modelu primárních kultur lidských 

hepatocytů izolovaných od tří multiorgánových dárců (LH42, LH44 a LH45) a na Balb/c 3T3 

myších fibroblastech v koncentračním rozmezí 0 až 50 µmol.l-1 po 24 h inkubaci (obr. 33). 

Vedle vizuálního hodnocení morfologických změn byla životnost buněk hodnocena MTT 

testem (viz 4.4.2.5). Výsledky byly vyjádřeny jako životnost buněk (%) ve srovnání 

s kontrolní kulturou, která byla inkubována stejnou dobu v médiu bez testovaných látek. 

3-O-galloylkvercetin ani 7-O-galloyltaxifolin nebyly v testovaných koncentracích toxické 

na modelu lidských hepatocytů. Zatímco na Balb/c 3T3 myších fibroblastech byl pozorován 

toxický efekt u 3-O-galloylkvercetinu při koncentraci vyšší jak 25 µmol.l-1 a u 7-O-

galloyltaxifolinu při koncentraci vyšší jak 5 µmol.l-1.  

 

Obrázek 33. Životnost primárních lidských hepatocytů a Balb/cT3T myších fibroblastů 

po aplikaci 3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu v koncentracích 0-50 µmol.l-1, 

analyzovaných MTT testem po 24 h. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření. * hodnota 

je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05) a ** (p < 0,01). 

 

5.2.2.2 HPLC-MS 3-O-galloylkvercetinu-a 7-O-galloyltaxifolinu 

3-O-galloylkvercetin a 7-O-galloyltaxifolin byly analyzovány pomocí HPLC ve 

spojení s ESI-QqTOF MS detektorem (viz 4.4.2.6). Retenční čas pro 3-O-galloylkvercetin 

a 7-O-galloyltaxifolin byl tR = 11,9 min, resp. tR = 11,3 min. Vzniklé metabolity analyzované 

v suspenzích lidských hepatocytů jsou uvedeny v tab. 4 a 5. 
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Tabulka 4. Semikvantitativní zastoupení metabolitů 3-O-galloylkvercetinu v lidských 

hepatocytech a kultivačním médiu. Vyjádřeno v %, kde součet naměřených koncentrací (3-O-

galloylkvercetinu + vzniklých metabolitů odpovídá 100 %). Průměrné hodnoty (n = 4). 

3-O-galloylkvercetin 

sloučenina m/z 
tR 

(min) 

hepatocyty médium 

0 h 1 h 2 h 0 h 1 h 2 h 

3-O-galloylkvercetin (3GQ) 453 11,9 93,6 79,8 81,0 90,3 71,9 75,9 

kvercetin  301 12,7 4,2 11,3 6,3 6,9 4,6 3,6 

kyselina gallová (GA) 169 1,4 2,2 2,0 1,9 2,8 10,4 8,8 

glukuronid (3GQG1) 629 10,3 n.d. 3,2 5,5 n.d. 11,8 8,6 

glukuronid (3GQG2) 629 10,9 n.d. 1,3 2,0 n.d. 4,6 3,2 

methylderivát (3GQM1) 467 13,9 n.d. 2,3 3,6 n.d. 2,8 1,9 

methylderivát (3GQM2) 467 14,6 n.d. 0,4 0,7 n.d. n.d. 0,5 

n.d. nebylo stanoveno 

 

Tabulka 5. Semikvantitativní zastoupení metabolitů 7-O-galloyltaxifolinu v lidských 

hepatocytech a kultivačním médiu. Vyjádřeno v %, kde součet naměřených koncentrací (7-O-

galloyltaxifolinu + vzniklých metabolitů odpovídá 100 %). Průměrné hodnoty (n = 4).   

7-O-galloyltaxifolin 

sloučenina m/z 
tR 

(min) 

hepatocyty médium 

0 h 1 h 2 h 0 h 1 h 2 h 

7-O-galloyltaxifolin- (7GT) 455 11,3 8,4 6,3 8,1 13,7 4,3 2,9 

taxifolin 303 7,3 30,6 34,4 41,4 36,7 33,5 33,8 

kyselina gallová (GA) 169 1,4 28,5 28,1 20,3 44,3 47,9 44,0 

taxifolin sulfát (TS) 383 7,4 4,0 22,7 24,7 n.d. 10,6 15,5 

taxifolin glukuronid (TG1) 479 3,0 n.d. 1,0 1,7 n.d. 2,3 2,6 

taxifolin glukuronid (TG2) 479 6,9 n.d. 2,3 2,2 n.d. 1,9 3,3 

7-O-galloylkvercetin (7GQ) 453 15,2 10,2 1,0 1,5 1,9 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 3-O-galloylkvercetinu (m/z 453) a 7-O-galloyltaxifolinu (m/z 455) jsou 

ukázána na obr 34. MS fragmentace obou látek probíhala eliminací galloylu za vzniku 

fragmentů m/z 301 m/z 303.  
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Obrázek 34. ESI/QqTOF MS spektra (A) 3-O-galloylkvercetinu a (B) 7-O-galloyltaxifolinu. 

 

Vznik biotransformačních produktů byl pozorován po 1 h a 2 h po přidání 50 µmol.l-1 

3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu k suspenzi lidských hepatocytů. Látky byly 

testovány na čtyřech různých suspenzích hepatocytů (LH42, LH44, LH45 a LH48). 

Po inkubaci 3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu se suspenzí lidských hepatocytů 

došlo ke snížení výšky píků původních látek a tvorbě nových píků souvisejících se vznikem 

biotransformačních produktů. 

Hlavními biotransformačními produkty 3-O-galloylkvercetinu byly glukuronidy 

a methylderiváty. Pozorujeme dva píky pro každý metabolit související se vznikem různých 

polohových isomerů. Glukuronidy 3GQG1 a 3GQG2 byly identifikovány v retenčních časech 

10,3 a 10,9 min a methylderiváty 3GQM1 a 3GQM2 v retenčních časech 13,9 a 14,6 min (obr. 

35). U glukuronidů byla pozorována slabší interakce se stacionární fází než u methylderivátů. 

Metabolity 3-O-galloylkvercetinu byly identifikovány na základě charakteristického posunu 

hmoty pro glukuronidy (∆ 176 m/z) a methylderiváty (∆ 14 m/z) (obr. 36). 

 



VÝSLEDKY  

54 
 

 

Obrázek 35. HPLC/ESI-QqTOF MS chromatogram biotransformačních produktů vzniklých 

po 2 h inkubaci 3-O-galloylkvercetinu s lidskými hepatocyty.  

 

 

Obrázek 36. ESI/QqTOF MS spektra biotransformačních produktů vzniklých po 2 h inkubaci 

3-O-galloylkvercetinu s lidskými hepatocyty (A) methylderivát a (B) glukuronid. MS spektra 

byla odečtena z chromatografického záznamu ukázaném na obr 35. 

 

kontrola 
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U 7-O-galloyltaxifolinu byly metabolity identifikovány po rozštěpení esterové vazby, 

kdy vzniká kyselina gallová a taxifolin, který je následně přeměněn na glukuronidy TG1 a 

TG2 a taxifolin sulfát TS. Retenční časy pro TG1, TG2 a TS byly 3,0, 6,9 a 7,4 min (obr. 37). 

Identifikace biotransformačních produktů byla založena na posunu hmoty ∆176 m/z u 

glukuronidů a ∆60 m/z u sulfátu (obr. 38). Kromě výše zmíněných produktů došlo také 

k oxidaci 7-O-galloyltaxifolinu na  7-O-galloylkvercetin, který poskytuje chromatografický 

pík s retenčním časem 15,2 min. 7-O-galloylkvercetin může být také štěpen za vzniku 

kvercetinu, tR = 12,7 min. 

 

 

 

Obrázek 37. HPLC/ESI-QqTOF MS chromatogram biotransformačních produktů vzniklých 

po 2 h inkubaci 7-O-galloyltaxifolinu s lidskými hepatocyty. 

 

 

 

 

kontrola 
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Obrázek 38. ESI/QqTOF MS spektra biotransformačních produktů vzniklých po 2 h inkubaci 

7-O-galloyltaxifolinu s lidskými hepatocyty. (A) Taxifolin sulfát, (B) taxifolin glukuronid a 

(C) 7-O-galloylkvercetin, MS spektra byla odečtena z chromatografického záznamu 

ukázaném na obr 37. 
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6. Diskuze 

 

Konzumace stravy bohaté na polyfenoly se obecně považuje za prospěšnou pro lidský 

organismus. Protektivní účinky flavonoidů jsou připisovány především jejich antioxidačním 

a protizánětlivým vlastnostem. Ačkoliv bylo nalezeno velké množství molekulárních cílů in 

vitro pro jednotlivé flavonoidy, jejich farmakologický potenciál je omezen, a to 

pravděpodobně kvůli relativně nízké biodostupnosti. Koncentrace flavonoidů v plazmě je 

nízká, nepřesahuje obvykle více než 1 µmol.l-1, a to částečně i kvůli rychlému metabolismu 

látek tkáněmi. Díky přítomnosti reaktivních hydroxylových skupin flavonoidy prakticky 

nepodléhají první fázi transformace a jsou rovnou přeměněny na methylderiváty nebo 

konjugovány především na glukuronidy a sulfáty [24]. Pro zvýšení stability, biodostupnosti, 

transportu látek přes membrány buněk jsou navrhovány, syntetizovány a biologicky testovány 

nové deriváty přirozeně se vyskytujících polyfenolů.  

V první části disertační práce byla pozornost zaměřena na elektrochemickou analýzu 

vybraných flavonoidů s cílem popsat mechanismus jejich oxidace, reaktivitu, antioxidační, 

chelatační a prooxidační vlastnosti, dále na studium interakcí flavonolignanů silymarinového 

komplexu s membránami erytrocytů a biotransformaci dvou nově připravených galloyl 

derivátů kvercetinu a taxifolinu. Kvercetin a taxifolin patří mezi nejrozšířenější biologicky 

aktivní flavonoidy. Substituce pyrogallové skupiny může zvýšit jejich rozpustnost ve vodném 

prostředí, ale také ovlivnit jejich biologickou aktivitu. 

 

6.1 Ex situ a in situ elektrochemická analýza flavonolignanů pomocí 

uhlíkových elektrod 

Oxidace silybinu, hlavní obsahové komponenty Silybum marianum (ostropestřec 

mariánský), a jeho 2,3-dehydroderivátu (obr. 11) byla zkoumána pomocí voltametrických 

metod. Na základě cíleně methylovaných derivátů, 20-O-methylsilybinu a 7-O-methylsilybinu 

(obr. 11) bylo zjištěno, že se silybin oxiduje ve dvou stupních. První oxidační krok souvisí 

s oxidací hydroxylové skupiny na uhlíku C20 kruhu E a druhý oxidační krok souvisí s oxidací 

resorcinolové části molekuly (kruh A). U 2,3-dehydrosilybinu oxidace probíhá ve třech po 

sobě jdoucích krocích. Nejdříve se oxiduje hydroxylová skupina na uhlíku C3 kruhu C a dále 

následuje stejně jako u silybinu oxidace hydroxylových skupin na uhlíku C20 a C5/C7 (obr. 

12). Je zřejmé, že dvojná vazba mezi uhlíkem C2 a C3 ovlivňuje labilitu vodíkového atomu 

hydroxylové skupiny na uhlíku C3, což zvyšuje schopnost této hydroxylové skupiny podléhat 
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oxidačním dějům a následně přispívá ke zvýšení reaktivity zkoumaných molekul (obr. 39) 

[60, 133]. 

Bylo ukázáno, že 2,3-dehydrosilybin se oxiduje při výrazně nižších potenciálech 

a tudíž může být v porovnání se silybinem účinnějším vychytávačem volných radikálů resp. 

antioxidantem. Antioxidační vlastnosti flavonolignanů hodnocené na základě voltametrických 

metod byly následně srovnány s vybranými antioxidanty kvercetinem, rutinem, 

isokvercitrinem a taxifolinem. Bylo zjištěno, že flavonoly a taxifolin jsou účinnějšími 

antioxidanty v porovnání s flavonolignany (tab. 3). 

Interpretace oxidačních píků ležících při potenciálech vyšších než +1 V je 

komplikována v důsledku pasivace elektrody. Na základě CV experimentů můžeme usuzovat, 

že při vyšších potenciálech polarizace elektrody dochází pravděpodobně k tvorbě 

polymerního filmu, stejně jak bylo popsáno např. u 3,4-dihydroxyskořicové kyseliny [163, 

164]. Z lineární závislosti velikosti proudu na rychlosti polarizace elektrody (50-2000 mV.s-1) 

bylo zjištěno, že redoxní děje flavonolignanů jsou ovlivněny adsorpcí (obr. 14). Vliv pH 

základního elektrolytu na výšku a potenciál oxidačních píků byl studován v širokém rozmezí 

pH (2-12). S rostoucí hodnou pH se potenciál oxidačních píků posouvá směrem k nule. Z 

výsledků vyplývá, že oxidace flavonolignanů souvisí s výměnou protonů a elektronů. 

Maximální proudová hodnota byla dosažena v neutrálním prostředí (obr. 13). 

Elektrochemické studie flavonoidů např. (+)-katechinu [129] potvrzují obdobné chování. 

S rostoucí hodnotou pH dochází k posunu potenciálu směrem k nule a ke změně velikosti 

anodického proudu. Výše zmíněné výsledky byly získány při plně pokrytém povrchu 

elektrody flavonolignany. K plnému pokrytí elektrody z pyrolytického grafitu dochází při 

koncentraci silybinu 10 µmol.l-1 po 30 s akumulace (obr. 15). S rostoucí dobou akumulace se 

objevuje nový irreversibilní pík 1*, který pravděpodobně souvisí s tvorbou adsorbované 

vrstvy flavonolignanů na povrchu elektrody (obr. 15). Adsorpce se může využít 

při prekoncentračním kroku před vlastní elektrochemickou analýzou nebo při studiu interakcí 

flavonolignanů s biopolymery a buněčnými komponenty, jejichž množství může být 

limitováno. K tomuto účelu je využívána adsorpční přenosová technika. 

Antioxidační kapacita polyfenolů může být ovlivněna přítomností iontů přechodných 

kovů reagujícími s volnými hydroxylovými skupinami polyfenolů za tvorby komplexů. 

Chelatace s ionty přechodných kovů byla popsána pro velké množství polyfenolů. 

U flavonolignanu silybinu byla popsána interakce např. s Fe3+ [165]. V disertační práci byla 

studována komplexace flavonolignanů s Ni2+, Fe3+, Cu2+ a Zn2+ ionty. Po inkubaci silybinu s 

výše zmíněnými ionty kovů došlo k poklesu oxidačních píků silybinu. Pokles oxidačních píků 
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souvisí s interakcí volných hydroxylových skupin flavonolignanů s ionty kovů. Chelatace 

byla detailně zkoumána především u Cu2+ iontů. Po přídavku Cu2+ iontů k silybinu došlo 

k poklesu oxidačního píku 2 a k tvorbě nového oxidačního píku (SB/Cu) (obr. 16). Cu2+
 ionty 

pravděpodobně interagují s hydroxylovou skupinou na uhlíku C5 kruhu A a vedlejší 

oxoskupinou na kruhu C (obr. 39). Stechiometrický poměr komplexu silybin/Cu2+ byl určen 

2:1. Podobné chování bylo již pozorováno např. při interakci Fe3+ se silybinem [165] a 

theaflavinem [166], Cu2+ s kvercetinem [167, 168]. 

U interakcí flavonolignanů s dvouvláknovou DNA izolovanou z telecího brzlíku byla 

pozorovaná pouze nekovalentní interakce. Dvojná vazba u 2,3-dehydrosilybinu vede 

ke konformačním změnám (částečná planarita a hydrofobicita), které zvyšují afinitu k DNA. 

Podobně je tomu u kvercetinu (částečně planární hydrofobní systém) a taxifolinu (neplanární 

hydrofilní systém). Nicméně afinita kvercetinu, stejně jako 2,3-dehydrosilybinu, je značně 

nižší v porovnání s klasickými interkalátory (doxorubicin) [121]. Následující experimenty 

byly zaměřeny na studium interakcí oligonukleotidů s flavonolignany v přítomnosti iontů 

přechodných kovů, které vedou „primárně“ k modifikaci bází a „sekundárně“ k oxidativnímu 

poškození DNA volnými radikály, které můžeme pozorovat jako snížení signálů oxidačních 

píků guaninu a adeninu [169]. Mírné snížení signálu Gox a Aox bylo pozorováno při interakci 

samotného flavonolignanu s DNA, což pravděpodobně může být způsobeno kompeticí obou 

látek o povrch elektrody. Výraznější pokles byl pozorován při interakci DNA s komplexem 

silybinu s mědí, kdy se pravděpodobně tvoří složitější formy (adukty) [170]. Po přídavku 

H2O2 do reakční směsi dochází k  postupnému snížení Gox a Aox píků (obr. 19). 

Pravděpodobně dochází ke vzniku aduktů (DNA/silybin/Cu), kde se Cu2+ redukuje na Cu+ a 

v přítomnosti H2O2 a vzdušného kyslíku dojde opět k oxidaci na Cu2+, přičemž vznikají 

reaktivní hydroxylové radikály, které způsobují fragmentaci DNA [33]. 
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Obrázek 39. Hydroxylové skupiny (A) silybinu a (B) 2,3-dehydrosilybinu obecně 

zodpovědné za - prooxidační vlastnosti [171], - antioxidační vlastosti [121], - chelataci iontů 

kovů [121]. 

 

Na základě voltametrických analýz 3-O-galloylkvercetinu, 3-O-galloylsilybinu a 7-O-

galloylsilybinu a jejich strukturních komponent kvercetinu, silybinu, kyseliny gallové a jejího 

methylesteru byl studován vliv substituce gallátem na antiradikálové, antioxidační a 

prooxidační vlastnosti silybinu a kvercetinu.  

Ze získaných výsledků vyplývá, že u  3-O-galloylsilybinu a 7-O-galloylsilybinu došlo 

k výraznému zvýšení antiradikálové resp. antioxidační kapacity (obr. 21). Předpokládá se, že 

pyrogallová skupina u  3-O-galloylsilybinu a 7-O-galloylsilybinu se oxiduje jako první, 

podobně jako např. katecholová skupina u epikatechin gallátu [172]. U 3-O-galloylkvercetinu 

nemůžeme jednoznačně potvrdit, jestli se nejdříve oxiduje pyrogallová skupina 

nebo katecholová skupina na kruhu B. Antioxidační kapacita 7-O-galloylsilybinu byla dále 

zkoumána pomocí DPPH testu a chemiluminiscenční metodou (obr. 28). Obě tyto techniky 

potvrzují vyšší antiradikálové resp. antioxidační vlastnosti 7-O-galloylsilybinu v porovnání se 

silybinem. Zvýšení antiradikálové resp. antioxidační aktivity 7-O-galloylsilybinu je 

připisováno hydroxylovým skupinám pyrogallové skupiny. Kromě antioxidačních vlastností 

byly také srovnány prooxidační vlastnosti 7-O-galloylsilybinu a silybinu. Z našich výsledků 

vyplývá, že měďnaté ionty pravděpodobně tvoří komplexy jak mezi hydroxylovými 

skupinami na uhlíku C4´ a C3´/C5´ (struktura na obr. 26), tak mezi hydroxylovou skupinou na 

uhlíku C5 a oxoskupinou na uhlíku C4 (obr. 29). Za zvolených experimentálních podmínek se 

u silybinu hydroxylová skupina na uhlíku C20 do procesu chelatace Cu2+ pravděpodobně 
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nezapojuje. Prooxidační účinky 7-O-galloylsilybinu jsou signifikantně nižší než u silybinu 

(obr. 31), což může být spojeno s tvorbou několika komplexů s různým prooxidačním 

potenciálem a/nebo zablokováním hydroxylové skupiny na uhlíku C7, která může přispívat 

k prooxidačním vlastnostem silybinu (obr. 39) [171]. V přítomnosti telecího sérového 

albuminu jsou prooxidační účinky komplexu flavonolignanu s mědí vůči DNA výrazně 

potlačeny, což je připisováno jeho antioxidačním vlastnostem [173] a také schopnosti vázat 

ionty přechodných kovů [174]. Antioxidační a prooxidační vlastnosti flavolignanů jsou 

schematicky ukázány na obr. 40. 

 

Obrázek 40. Antioxidačního a prooxidačního působení studovaných flavonolignanů; F = 

flavonolignan, F/M = reaktivní kovové komplexy. 

 

6.2 Elektrochemická analýza interakcí flavonolignanů silymarinového 

komplexu s membránami erytrocytů a HPLC-MS analýza metabolitů 

3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu 

Nedávno bylo prokázáno, že erytrocyty mohou tvořit komplexy s polyfenoly a tak se 

podílet na ochraně buněk proti poškození indukovaném reaktivními formami kyslíku [175]. 

V disertační práci bylo ukázáno, že silymarin a jeho hlavní složka silybin interaguje s 

membránami erytrocytů. Antioxidační kapacita vázaného silybinu byla studovány pomocí ex 

situ SWV voltametrie. Pro posouzení vazby silymarinu na erytrocyty byl sledován první 

oxidační pík silybinu (Ep = +0,5 V) po adsorpci silymarinem modifikovaných erytrocytů na 
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povrch elektrody (obr. 32). Oxidační pík souvisí s oxidací hydroxylové skupiny na uhlíku 

C20. Oxidační pík silybinu byl pozorován po vazbě silymarinu na erytrocyty, což znamená, 

že silymarinové komponenty mohou podléhat oxidaci na povrchu erytrocytů, a tak působit 

jako antioxidanty, a to nejen v roztoku, ale také po vazbě na membránové systémy. Po delším 

promývání vytvořený komplex disocioval, což se projevilo poklesem oxidačního píku 

silybinu. To souvisí s reverzibilní vazbou flavonoidů na buněčné membrány. Na 

voltamogramu (obr. 32) lze pozorovat další oxidační píky, které pravděpodobně souvisejí 

s oxidací ostatních komponent silymarinu (např. flavonolů), ale také s oxidací komponent 

buněčných membrán a širokým spektrem sloučenin navázaných na membrány erytrocytů v 

nativním stavu. Na základě dosažených výsledků předpokládáme, že flavonolignany 

silymarinového komplexu mohou interagovat s membránami erytrocytů a tím se podílet 

na jejich protekci před volnými radikály. 

Dále byla zkoumána toxicita 3-O-galloylkvercetinu a 7-O-galloyltaxifolinu na 

buněčných modelech. Buněčné modely mají nezastupitelnou úlohu ve výzkumu biologické 

aktivity, cytotoxicity i metabolizace. Nicméně při interpretaci výsledků je také důležité brát 

v úvahu, že tyto modely nemohou plnit funkci kompletního organismu. Toxické působení 

obou látek bylo studováno na dvou buněčných modelech, lidských hepatocytech a myších 

fibroblastech Balb/c 3T3. K posouzení vlivu testovaných látek na životnost buněk byla 

použita metoda založená na redukci tetrazoliových solí buněčnými oxidoreduktázami (MTT). 

Po 24 hodinové inkubaci obou látek s lidskými hepatocyty (v koncentračním rozmezí 

1-50 µmol.l-1) nedošlo k signifikantnímu ovlivnění životnosti jak u  3-O-galloylkvercetinu, 

tak u 7-O-galloyltaxifolinu. Naproti tomu při testování stejných koncentrací za stejných 

experimentálních podmínek na myších fibroblastech Balb/c 3T3 došlo k ovlivnění životnosti 

buněk (obr. 33). Rozdílná toxicita na izolovaných hepatocytech a metabolicky 

nekompetentních proliferujících buněk byla ukázána na několika in vitro modelech [176]. 

Pro následující metabolické studie s lidskými hepatocyty byla vybrána netoxická koncentrace 

50 µmol.l-1 pro obě studované látky.  

Hlavními biotransformačními produkty 3-O-galloylkvercetinu byly glukuronidy a 

methylderiváty, což je v souladu s výsledky biotransformačních analýz kvercetinu [177]. 

Semikvantitativní analýza ukázala, že biotransformace 3-O-galloylkvercetinu je poměrně 

omezena. Pouze 20 % výchozí látky bylo po 2 h inkubaci přeměněno na dané metabolity. 

Vznik glukuronidů 3-O-galloylkvercetinu byl dvakrát vyšší v porovnání s methylderiváty.  

Biotransformační produkty 7-O-galloyltaxifolinu, glukuronidy taxifolinu a taxifolin 

sulfát byly identifikovány po rozštěpení esterové vazby na kyselinu gallovou a taxifolin. Dále 
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byla pozorována oxidace 7-O-galloyltaxifolinu na 7-O-galloylkvercetin. Oxidace 7-O-

galloyltaxifolinu a taxifolinu na 7-O-galloylkvercetin resp. kvercetin byla popsána také na 

buněčných liniích myších makrofágů RAW 264.7 [178]. Po 2  hodinové inkubaci bylo 

přeměněno 70 % 7-O-galloyltaxifolinu na výše popsané biotransformační produkty (obr. 39). 

 

 

Obrázek 39. Biotransformace (A) 3-O-galloylkvercetinu (3GQ) a (B) 7-O-galloyltaxifolinu 

(7GT). (C) Navržené biotransformační produkty 3GQ (methylderivát a glukuronid 3-O-

galloylkvercetinu) a 7GT (taxifolin sulfát a taxifolin glukuronid). Uveden je vždy pouze jeden 

z možných polohových izomerů; GA: kyselina gallová, 7GQ: 7-O-galloylkvercetin. 

 

.
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7. ZÁVĚR 

 

Disertační práce se zabývala studiem elektrochemické oxidace vybraných flavonoidů, 

jejich interakcí s deoxyribonukleovými kyselinami a proteiny a biotransformací s využitím 

fyzikálně-chemických metod, jako je elektrochemie a hmotnostní spektrometrie. Bylo 

dosaženo těchto výsledků: 

 

• Elektrochemická oxidace flavonolignanů na povrchu uhlíkových elektrod probíhá 

vícekrokově a je závislá na pH elektrolytu. 

• Silybin se oxiduje ve dvou stupních, jako první se oxiduje hydroxylová skupina na 

uhlíku C20 a následně resorcinolová skupina kruhu A. 

• 2,3-dehydrosilybin se oxiduje ve třech krocích, jako první se oxiduje hydroxylová 

skupina na uhlíku C3, dále hydroxylová skupina na uhlíku C20 a resorcinolová 

skupina kruhu A. 

• 2,3-dehydrosilybin má vyšší antiradikálovou resp. antioxidační aktivitu a je 

reaktivnější v porovnání se silybinem. 

• Redoxní děje studovaných flavonolignanů jsou ovlivněny jejich adsorpcí. 

• Hydroxylové skupiny flavonolignanů umožňují chelataci s přechodnými kovy, 

především Cu2+. 

• Substituce silybinu gallátem v pozici C7 a C3 zvyšuje antiradikálovou/antioxidační 

aktivitu a snižuje prooxidační vlastnosti. 

• Flavonolignany interagují s DNA, komplexy flavonolignanů s mědí tvoří s DNA 

adukty a v přítomnosti H2O2 dochází k oxidativnímu poškození a fragmentaci DNA. 

• Flavonolignany silymarinového komplexu interagují s membránou erytrocytů. 

• Biotransformačními produkty 3-O-gallyolkvercetinu jsou glukuronidy a 

methylderiváty. 

• 7-O-galloyltaxifolin podléhá in vitro hydrolýze na kyselinu gallovou a taxifolin, také 

se oxiduje na 7-O-galloylkvercetin. 

 

Získané výsledky mohou být dále využity pro studium stability a intermolekulárních 

interakcí flavonoidů a obecně k dalšímu výzkumu oxidace polyfenolových látek. Výsledky 

předkládané v disertační práci přispívají k detailnějšímu pochopení metabolismu 
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flavonolignanů a flavonolů a k specifikaci jejich molekulárních cílů. Informace o 

biotransformačních procesech flavonolů (galloyl derivátů) in vitro mohou být dále využity při 

identifikaci in vivo metabolitů a k analýze jejich biologické aktivity a toxicity. 
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