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Abstrakt

Biologicka aktivita a biotransformace alkaldid flavonoid

Predkladana habilitani prace pojednava o biologické akiévia biotransformaci vybranych
rostlinnych sekundarnich metabdlia jejich semisyntetickych derivat Prace obsahuje
obecny uUvod o farmakologickém vyznamu sekundarmiehabolifi, prehled studovanych
alkaloidi a flavonoidi a dale komenté& k souboru 15 {wodnich publikaci, které jsou
uvedeny jako filohy. Popsany vyzkum byl provéad na bugcnych liniich a priméarnich

burg¢nych kulturach. Studie seénuji predevsim hledani inhibitdroxidainiho vzplanuti,

interakcim s inicianimi transkrignimi faktory, jmenovi¢ s receptorem pro aromatické
uhlovodiky (AhR) a jadernym faktorem Nrf2, a takidvtkansformacim a jejich vlivu na

biologickou aktivitu.

Abstract

Biological activity and biotransformation of alkads and flavonoids

This habilitation thesis presents research on tbkdical activity and biotransformation of
selected plant secondary metabolites and theirsyethietic derivatives. The thesis consists
of an introduction about the pharmacological imaonce of secondary metabolites, overview
of tested alkaloids and flavonoids, and commentshenresults of 15 original publications
which are enclosed in the supplement. The repodsedarch was performed using cell lines
and primary cell cultures. The studies focused grilyi on the search for inhibitors of the
oxidative burst, on the interactions with the ilititranscription factors, namely, aryl
hydrocarbon receptor (AhR) and nuclear factor NaiZ] on the biotransformations and their

effect on the biological activity.
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1. Uvod: farmakologicky vyznam sekundarnich metabdi

Rostlinnarise zahrnuje #kolik set tisic drubi organisnt, z nichz asi 250 tisic patmezi
tzv. vySSi rostliny. Rostliny jsou fototrofni orgamy, tzn. Ze jsou schopné&emenovat
swtelnou energii slunmiho zdéeni na energii chemickou a tu vyuzit pro redukcidox
uhlicitého spojenou s tvorbou glukosy, ktera je vychdatkou pro syntézu dalSich
organickych slo&enin. Z chemického slozeni rostlin vyplyvd mozrjegth mnohostranného
vyuziti, mj. jako potrava, palivo, stavebni matkerzroj textilnich vlaken nebo surovina pro
ziskavani iznych latek — barviv, t@v, povrchow aktivnich latek, vonnych latek apod.
Obecrt lze slogeniny produkované v rostlindch (fytochemikdlie) d&iz na primarni a
sekundarni metabolity. Primarni metabolity, hagacharidy, lipidy, aminokyseliny a
nukleotidy, jsou spotmé pro vSechny rostliny a jsou to latkyirpo zajig'ujici zakladni
Zivotni funkce rostlin, tj. jejich vyvoj,iist a rozmnozovani. Sekundarni metabolity jsou pak
vyuzivany pedevSim pro interakci rostlin s jejich okolim, kélynguji jako obrana proti
parazifim, pozir&im ¢i konkurujicim rostlindm, nebo jako signalni molekpro opylovae
a roznaS&e semen. Bkteré sekundarni metabolity mohou rostlinu takéashr pred
ultrafialovym z&enim (nap. flavonoidy) nebo slouzit pro transpatt skladovani dusiku
(nap. alkaloidy, peptidy) [1,2]. Sekundarni metaboligg vyskytuji ve vSech vySSich
rostlinach, avsak jejich vyskyt je diferencovangtyks daném taxonu obvyklegvlada ukita
skupina latek. Celkovy get sekundarnich metabdlise odhaduje nejméma 200 tisic [3],
flavonoidy a terpenoidy (tab. 1) [4].

Rostliny, jejich¢asti a vyrobky z nich jsou jednou ze zakladniclzedtolidské stravy.
Primarni metabolity obsazené v potravinach zahijakjiatky, které jsou zdrojem energie (tj.
lipidy, sacharidy, bilkoviny), tak dalSi prolovéka nezbytné latky jako vitaminy nebo
esencialni aminokyseliny. Nutrii vyznam sekundarnich metabblje naopak zanedbatelny.
Lidsky organismus je zpracovava podslgko jind xenobiotika a jejich nedostatek v po¥av
na rozdil nap od vitamiri, nezmisobuje Zadné ifznaky [5]. Sekundarni metabolity vSak
mohou mit pesto podstatny vliv na lidsky organismus, a to {azi i negativni. Na jejich
prosgsné winky lidé odedavna spoléhajiripvyuzivani I€ivych rostlin. V sodasné dob
sekundarni metabolity, paipjejich syntetické derivaty,fpdstavuji piblizné jednu étvrtinu
klinicky pouzivanych l&v. Jsou také saiasti dophkt stravy, které se uZivaji k prevenci
nebo podprné l&bé [6]. Ztéchto divodia jsou sekundarni metabolity stalé¢egmétem

Sirokého vyzkumu zahrnujicifadu oboit véetré botaniky, chemie a farmakologie.
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Tabulka 1. Odhadované pity znamych sekundarnich metabilibstlin. Upraveno dle [4].

Typ sekundarnich metaboliti Odhadovany paet
Dusikaté metabolity

alkaloidy 21000
neproteinogenni aminokyseliny 700
aminy 100
kyanogenni glykosidy 60
glukosinolaty, isothiokyanaty 100
alkylamidy 150
peptidy, polypeptidy 2000
Bezdusikaté metabolity

monoterpeny 2500
seskviterpeny 5000
diterpeny 2500
triterpeny, fytosteroly, saponiny 5000
tetraterpeny 500
flavonoidy, tanniny 8000
fenylpropanoidy, kumariny, lignany 2000
polyeny, mastné kyseliny, vosky 1500
polyketidy 750
sacharidy, karboxylové kyseliny 400

Na zéklad biologické aktivity Ize mezi sekundarnimi metabpliozliSit a) slodeniny se

specifickymi molekularnimi

cili, b) slaeniny vykazujici aktivitu u¢i raiznym molekularnim

cilam, c) neaktivni sloteniny, pop. sloweniny s dosud neidentifikovanou biologickou

aktivitou [3]. Specificky fsobicich latek je mezi sekundarnimi metabolity jeansina,

piicemz fada z nich se pouziva jakocia. Fikladem rostlinnych kv pouZzivanych

v moderni medici& jsou alkaloidy, nap atropin (anticholinergikum z ruliku zlomocného,

Atropa belladonna), chinin

(antimalarikum z chinovniku l&kského, Cinchona officinalis),

morfin (narkotické analgetikum z maku setéhegpaver somniferum) nebo vinblastin

(cytostatikum z barvinkutZového, Catharanthus roseus), a terpenoidy, ndp artemisinin

(antimalarikum z pelyku

rocniho, Artemisia annua) nebo digitoxin (kardiotonikum

z naprstnikucerveného,Digitalis purpurea). Pleiotropg pasobici latky, nap flavonoidy,

kumariny, terpenoidyi tanniny, se obvykle pouzivaji ve foémricesloZkovych sisi, jejichz
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vysledna bioaktivita ize byt zavisla na potencujicim, aditivnién synergickém &inku
jednotlivych sloZzek. Pro terapeutickéely se pipravuji tekuté extrakty z &vych rostlin,
nag. ¢aje, odvary, tinktury, pdp suché extrakty, které se podavaji ina forne tabletci
kapsli [6]. Rikladem extraktu s vyznamnymi farmakologickyntinky je silymarin, coz je
smes flavonolignai (silybin, silychristin, silydianin aj.) a dalSi¢atek ze semen ostropas
maridnskehodlybum marianum). Silymarin se pouZziva jako hepatoprotektivuingmdpirné
lécbe jaternich poruch Zisobenych iznymi hepatotoxickymi latkami a virovymi infekcemi
[7].

Z hlediska farmakologického vyznamu sekundarnichtabwditi je teba zminit, Ze
nekteré z nich slouzi také jako vychozi surovina n@d@m modelové struktury pro vyvoj
anebo vyrobu syntetickych de. Nam’klad kyselina acetylsalicylové (antipyretikum a
salicylove, resp. salicinu (obr. 1). Kyselina sglwva je Jednak aktivnim metabolitem
salicinu, hlavni sloZzky extraktu Ziky vrby bilé Galix alba), jednak minoritni sloZzkou
zmingného extraktu, jehoz protiz&tivé U¢inky jsou znamy vice nez 2000 let [8].

O§ OH O
stfevni mikroflora
jatra HO acetylace CHj3
/\Q/ J \/
salicin kyselina salicylova kyselina acetylsalicylova

Obr. 1. Priklad odvozeni syntetickéhociga z rostlinného sekundarniho metabolitu.

2. Studované slogeniny

Publikace, jejichz komenitd jsou sotiasti této habiliténi prace, se zabyvajh vitro
biologickou aktivitou alkaloifl a flavonoidi. Alkaloidy jsou slodeniny obsahujici dusik,
ktery je vazany &Sinou v heterocyklu, méntasto jako aminovy dusik v postrannia&zci.
Heterocyklické alkaloidy sefitli podle typu dusikatého heterocyklu hapa alkaloidy
pyridinoveé, indolove, chinolinové a dalSi [6]. Ng&@ce se zabyvaji zvl&Ssochinolinovymi
alkaloidy, z nichz byly studovany a) bengd¢nanthridinové alkaloidy sanguinarin,
chelerythrin, dihydrosanguinarin a dihydrochelerythb) protopinové alkaloidy protopin a
allokryptopin, c) protoberberinové alkaloidy beibera palmatin (obr. 2). Zdrojem
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isochinolinovych alkaloil jsou pFedevSim iizné druhy rostlin zcéeledi makovitych
(Papaveraceae), zengdymovitych Eumariaceae), dristalovitych Berberidaceae) nebo
pryskynikovitych Ranunculaceae). Alkaloidy benzofenanthridinového a protopinovéiipu
se vyskytuji nap ve vlastowiniku wtSim Chelidonium majus), v zengdymu lekdském
(Fumaria officinalis), v krevnici kanadské Sanguinaria canadensis), v makleje srdité
(Macleaya cordata) a v Argemone mexicana. Alkaloidy protoberberinového typu Ize nalézt
nag. v distalu obecném BRerberis wulgaris) a koptisu ¢inském Coptis chinensis).
Isochinolinové alkaloidy vykazuji Sirokou biologiml aktivitu, ktera vyplyva z jejich

J 74

schopnosti interagovat s proteiny a nukleoviyselinami. Rostlinné ffpravky, které je

2
o OCHs

0o OCH,

dihydrosanguinarin dihydrochelerythrin

“IIE: N |l|ii] N
CH,0 I

CH CH
o 3 OCH,4 :

allokryptopin

CH;0 CH;0

"
OCH, OCH,

berberin palmatin

Obr. 2. Chemické struktury isochinolinovych alkaléid
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obsahuji, se pouZzivaji hla¥nv tradinim asijském lékatvi, a to zejména K jejich
protizarétlivym a antibakteridlnim &nkam. Sanguinarin a chelerythrin jsou také &mii
piipravki Ustni hygieny a krmnych aditiv [9-11]. Okrajobyly studovany také alkaloidy
kolchicin, vinkristin a paklitaxel (obr. 3), ktengéaruSuji vznik nebo zanik mikrotuliula
funguji proto jako inhibitory mitézy (tzv. mitotiék jedy). Tropolonovy neheterocyklicky
alkaloid kolchicin, ktery se vyskytuje v ocunu jeaém (Colchicum autumnale), potlaiuje
svou vazbou na tubulin vznik mikrotuliule diky své schopnosti inhibovat pohyblivost
neutrofili se pouzivaip akutnich zachvatech dny. Vinkristin z barvinkZaveho C. roseus)

je také inhibitorem tvorby mikrotublul zatimco diterpenovy neheterocyklicky alkaloid
paklitaxel, izolovany z &y pacifického tisu Taxus brevifolia), potlatuje naopak jejich
zpetny rozklad. Inhibice mitozyétito alkaloidy je zakladem jejich cytostatickéhiispbeni,

které se vyuziva v protinadorove&hé [12].

paklitaxel

0—

o:< HO' jr—OCH; O
H 0

vinkristin

Obr. 3. Chemickeé struktury alkaloidinteragujicich s mikrotubuly.

Flavonoidy tvdi nejrozsahlejSi skupinuripodnich fenolovych slatenin, mezi &8z seradi
také fenolové kyseliny, hydroxystilbeny, lignany tanniny. Z&kladni skelet flavonaid
obvykle obsahuje dva aromatické kruhy (A a B) spéjd&iuhlikatym rettzcem, ktery je
soutasti kyslikatého heterocyklu (kruh C). V zavislasdi struktiie kyslikatého heterocyklu

se flavonoidy tidi na flavony, flavonoly, flavanoly, flavanony, aftanonoly nebo
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anthokyanidiny, ficemz s vyjimkou flavandl se v rostlinach i potravinactasto vyskytuji ve
formé glykosidi [13,14]. Flavonoidy pat mezi intenzivéd studované sekundarni metabolity,
neba’ epidemiologické studie prokazaly, Ze strava bohatdlavonoidy ma iiznivy vliv na
lidské zdravi. NaSe prace zahrnuji &yqdni flavonoidy kvercetin, isokvercitrin (kveraet3-
O-glukosid), rutin (kvercetin-®-rutinosid) a taxifolin (obr. 4), b) semisyntetické
galloylderivaty a sulfaty flavonoid 3-O-galloylkvercetin, 7©-galloyltaxifolin, kvercetin-3'-
O-sulfat, isokvercitrin-4©-sulfat a taxifolin-4'O-sulfat (obr. 5). Kvercetin (3,5,7,3',4'-
Vyskytuje se prakticky ve vSech rostlinach, v ovackelenig, a je tedy BZnou sodasti
lidské stravy s odhadovanym dennitijmpem v piimérné diet 5—40 mg/den [15]. Néasg;ji

se vyskytujicim glykosidem kvercetinu je rutin, g&hvysoky obsah byl zji&h v pohance
(Fagopyrum spp.). Rutin je hlavni slozka dadi stravy, u nichz setfpdpoklada prosggny
vliv pii zvySené lomivosti a propustnosti krevnich viamse [16]. Cukernou slozku rutinu
tvori rutinosa, tj. disacharid slozeny z D-glukosy ahlmnosy, ficemZ enzymovym
odSepenim L-rhamnosy lze z rutinufipravit isokvercitrin, ktery se v rostlindch vyskye

v mnohem menSich mnozstvich nez rutin [17]. TawfqR,3-dihydrokvercetin) nema na

rozdil od kvercetinu dvojnou vazbu mezi uhliky C3-&pati mezi flavanonoly. Taxifolin je

OH
OH
CH,OH

OH
OH
HO o . HO

OH

o >
OH (6]
taxifolin o}
rutin CH3
(0]
HO
HO
OH

Obr. 4. Chemické strukturyifrodnich flavonoid.
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jednou z minoritnich slozek silymarinu (viz kap. d)spolu s kvercetinem a jeho glykosidy,
véetns isokvercitrinu a rutinu, se vyskytuje riidad v cibuli kuchyiské @llium cepa) [18].

V mnohain vitro, in vivo i klinickych studiich byla pro kvercetin, isokvérm, rutin i
taxifolin zjiSttna dlouh& fada rozmanitych biologickych aktivit, které byly rsaty

v piehlednych ¢lancich [15-18]. Podle databaze ClinicalTrials.ggsou kvercetin a
isokvercitrin v sodasné dob predmétem dalSich klinickych studii.

OH OH
HO OH
(0] (0]
|| OH
OH (0]
OH 7-O-galloyltaxifolin
OH
3-O-galloylkvercetin HO
o (0]
\\S/OH HO //
OH
HO
kyselina gallova
OH
Oy
Y /> oH
HO O . o
OH

OH (|3|

taxifolin-4"-O-sulfat

HO OH
o
O\LCHQOH
OH O

isokvercitrin-4"-O-sulfat
Obr. 5. Chemickeé struktury modifikovanych flavondia kyseliny gallové.
Chemickou modifikaci hydroxylovych skupin v mole&ah girodnich flavonoid Ize

ziskat slodeniny s jinymi fyzikalg-chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Galloylov&an

derivaty kvercetinu a taxifolinu bylyiipraveny s cilem aitit mozné zesileni biologickych



ucinka vlivem galloylace, které je znamé tiinpdnich estdr kyseliny gallové s katechiny
(flavanoly) [19]. Galloylestery obou flavondidyly ziskany chemickou syntézoujq@mz 7-
O-galloyltaxifolin byl pripraven pimou galloylaci taxifolinu, zatimco vychozi latkquro
syntézu 39-galloylkvercetinu byl glykosid rutin [20] gdoha 11). ivodem pro pipravu
sulfath bylo studium vlivu sulfatace, ktera je jednou nkmanich reakci uplaiovanych pi
biotransformaci fenolovych sléanin, na biologickou aktivitu flavonaid Sulfatované
flavonoidy byly ziskany syntézou s vyuzitim aryfétdulfotransferasy z bakterie
Desulfitobacterium hafniense. Tento enzym katalyzoval sulfataci pouzitych flagaii
specificky na kruhu B, #itemz byly gipraveny kvercetin-30-sulfat (s uéitym podilem
dalSiho polohového izomeru, tj. kvercetin@¥sulfatu), isokvercitrin-40-sulfat a taxifolin-
4'-O-sulfat [21] (giloha 15).

3. Pouzité burééné modely

Pro jednotlivé studie byly vybrany na zakdagprese enzyinéi slozek signalnich drah
vhodné buiacné modely a v experimentech tak byly pouzivany ggdkometné dostupné
burgcné linie (HL-60, RAW264.7, HepG2), jednak primatmini¢né kultury (potkani a
lidské hepatocyty).

Leukemickd bu&nd linie HL-60 je odvozena z leukoéytpacientky trpici akutni
myeloblastickou leukemii [22]. Biky HL-60 rostou v suspenzi, maji schopnost spojit
proliferovat a jsou pouzivanyiipstudiu cytotoxicity [23]. Fdavkem wkterych latek do
kultivatniho média Ize vyvolat diferenciaci hitkn HL-60 na neutrofilni nebo eozinofilni
granulocyty, monocyty nebo hkly podobné makrofagn [22]. Ve studiich zagtenych na
oxidatni vzplanuti jsme pouzili hiky HL-60 diferencované na neutrofilyfidavkem
dimethylsulfoxidu. Takto diferencovanéiiky exprimuji chemoatraktantové receptory, maji
neporusené mechanismy reagujici na jejich aktieat¢aké vSechny slozky gebné pro
sestaveni funini NADPH-oxidasy [24].

Makrofagova linie RAW264.7 je odvozena z mySich rogga transformovanych
Abelsonovym virem leukemie [25]. Bky RAW264.7 se pouZzivaji na&p pri studiu
mechanism protizargtliveho pisobeni endogennich a exogennich latek [26] a mg jgm
pouzili pri hledani induktak hemoxygenasy-1.

Hepatomova linie HepG2 je odvozena z#&unzolovanych ze vzorku jaterni tk&n
pacienta s hepatocelularnim karcinomemnluHepG2 vykazuji ve srovnani s normalnimi

hepatocyty nizSi expresi enzymmetabolizujicich xenobiotika [27], avSak maji fdank
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receptor pro aromatické uhlovodiky a jsou vhodng gtudium exprese cytochromu P450
1A1 [28]. Priméarni kultury potkanich a lidskych lapcyti jsou naopak metabolicky gin
funkéni a predstavuji tak optimélni bgdny model pro studie zaffrené na metabolismus
xenobiotik nebo expresi enzyimmetabolizujicich xenobiotika [27]. O#&btkani a pouZziti
potkanich a lidskych hepatoéytv naSich studiich bylo schvaleno Odbornou komiai n

ochranu zwat proti tyrani, pop Etickou komisi FN a LF UP Olomouc.

4. Vysledky a diskuse

Souasny vyzkum biologické aktivity sekundarnich metalicse zanstuje mimo jiné na
jejich mozné protektivni §sobeni p vzniku nebo rozvoji nemoci spojenych s oxialian
stresem, jako jsou chronické z&n rakovina [29] nebo kardiovaskularni [30] a
neurodegenerativni choroby [31]. Oxéda stres je vysledkem nerovnovahy mezi tvorbou
volnych radikah a jinych reaktivnich metabalit ozn&ovanych jako reaktivni formy kysliku
(ROS), a jejich eliminaci pragtdnictvim enzymovych a neenzymovych antioxidaROS,
které zahrnuji nap superoxidovy radikal'©Q,"), peroxid vodiku (KHO,), hydroxylovy radikal
('OH) nebo oxid dusnaty (NP jsou Eznym produktem buftného metabolismu. Naixlad
béhem mitochondriélni produkce ATP je 1-5 % celkovéhwozZstvi spdebovaného kysliku
piremegnéno na superoxidovy radikal. Molekuly ROS uplgt svoji reaktivitu nespecificky
vaci okolnim molekuldam aip své zvySené produkci se tak mohou zapojit negenlirannych
procesi, nag. destrukce fagocytovaného materialu, ale zaromwhou poskodit vlastni
buiky a cely organismus. Negativnicidky ROS se v bikdch projevuji bd piimym
poSkozenim buftnych struktur jako nasledek nezadoucich modifikablA, proteini ci
lipida anebo zrmnami vyplyvajicimi z deregulace signalnich drah][320 obrany ped
ucinky ROS se mohou krotnendogennich antioxidanizapojit také latky exogennigetne
absorbovanych sekundérnich metalioliExogenni antioxidanty mohoutagobit fiznymi
mechanismy, a tofpmou reakci s ROS, chelataci ibrgrechodnych kof, inhibici enzyni

produkujicich ROS nebo ovlignim exprese antioxidaich enzyni [33].
4.1. Inhibice oxida&niho vzplanuti (ptilohy 1, 3 a 4)
Oxidani neboli respir&ni vzplanuti je metabolicky &l pri némz fagocytujici biiky

(neutrofilni granulocyty, makrofagy aj.) spebovavaji molekularni kyslik na tvorbu

superoxidového radikalu préstinictvim transmembranového multikomponentovéhyranz
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nazyvaného fagocytovd NADPH-oxidasa (2 ® NADPH - 2 ‘O, + NADP' + H).
Fagocytova NADPH-oxidasa gaspolu s induktivni NO-synthasou mezi hlavni zdrBjOS
béhem zastlivé reakce. K aktivaci NADPH-oxidasy dochazi fagocytoze, kdy stimulace
burg¢nych receptar specifickymi ligandy aktivuje signalni drahy veaduk fosforylaci
cytosolovych podjednotek NADPH-oxidasy a k jejidoeiaci s membranovou, katalytickou
¢asti enzymu za vzniku aktivniho enzymového komp([&4y.

V praci [35] (giloha 1) jsme studovali mechanismus inhibice osidlao vzplanuti
kvartérnim benzajfenanthridinovym alkaloidem sanguinarinem, ktegy @éive popsan jako
inhibitor fagocytarnich funkci lidskych neutrdgfi[36]. Jako bu&ny model byly pro studii
zvoleny lidské leukemické liky HL-60 diferencované vlivem dimethylsulfoxidu banky
podobné neutrofiim a tvorba superoxidu byla sledovana chemilumim&te metodou.
Vysledky ukazaly, Ze sanguinariti pnikromolarnich koncentracich (1,5 pM) a kratké
inkubaini doke (5 min.) inhibuje oxidéni vzplanuti vyvolané chemotaktickym peptidén
formyl-Met-Leu-Phe (fMLP), ktery vazbou na recept@ro formylované peptidy spousti
celou signalni drahu vedouci k aktivaci NADPH-oxgaS podobnou d@nnosti (1IG, 1,8
UM) sanguinarin potlsoval také vzplanuti vyvolané 1Q-myristoylforbol-13-acetatem
(PMA), ktery spousti fosforylaci cytosolovych podijotek NADPH-oxidasyifimou aktivaci
proteinkinasy C (PKC). JelikoZz za danych podminakgsiinarin neovliiioval aktivitu PKC
stimulovanou vlivem PMA, ani nevychytaval superaxigl radikal, bylo mozné usoudit, Zze
sanguinarin snizuje produkci superoxidu inhibictiay NADPH-oxidasy anebo bré&nim
vzniku aktivniho NADPH-oxidasového komplexu. Terg@wr byl podpden potlgenim
inhibi¢niho &inku sanguinarinu thiolovymi sl@eninami, které mohou rusit interakci
sanguinarinu s SH skupinami oxidasovych podjednotektaké pozorovanim inhibice
NADPH-oxidasy sanguinarinem v bezBiném systému, vémZ je aktivita enzymu
nezavisla na signalnich drahach [35jlfha 1).

V praci [37] (giloha 4) jsme zjistili, Ze oxid&i vzplanuti vyvolané v diferencovanych
bunkdch HL-60 vlivem fMLP nebo PMA pottaje také dalSi kvartérni
benzof]fenanthridinovy alkaloid chelerythrin (¢ 46 a 3,2 uM), zatimco
dihydrosanguinarin, dihydrochelerythrin, protopin &erberin  oxidani vzplanuti
neovliviiovaly. V této studii byl podrolii prozkouman vliv sanguinarinu a chelerythrinu na
konvertni izoformy PKC (cPKC), které zajigji nejdilezitéjSi krok v aktivaci NADPH-
oxidasy, tj. fosforylaci jejich podjednotek. Aktigi cPKC byla sledovana metodou western
blotu, a to detekci substéacPKC fosforylovanych na specifickych serinovychytziich.

Vysledky ukézaly, Ze inhibice celkové aktivity cPKGtimulované viivem PMA
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v diferencovanych hikach HL-60 vyZaduje alespdbkrat vysSi koncentrace sanguinarinu a
chelerythrinu, nez jsou koncentrace nutné pronnou inhibici vzplanuti. Alkaloidy
neovliviiujici oxidani vzplanuti, tj. dihydrosanguinarin, dihydrochgtérin, protopin a
berberin, nely za danych podminek vliv ani na aktivitu cPKC.iwéim PMA, ktery
napodobuje fisobeni diacylglycerolu, se cPKC translokuji do d&mé membrany, kde
fosforyluji fadu proteid. Analyzy buréného materidlu rozdeného na cytosolovou a
membranovou frakci ukazaly, Zéi fkoncentracich neovliwijicich celkovou aktivitu cPKC
dochazi vlivem sanguinarinu i chelerythrinu v cygiosé frakci k poklesu mnoZzstvi
fosforylovaného proteinu s hmotnosti 40-50 kDa aucasnému ndistu hladiny
fosforylovaného proteinu s hmotnosti ~60 kDa. V rheimové frakci oba alkaloidy zarave
snizily mnozstvi fosforylovaného proteinu s hmothe€0 kDa. Za stejnych podminek bylo
také pozorovano, Ze sanguinarin ani chelerythrimnguji translokaci cPKC (izoformya
BIl) vliivem PMA, ale zpmsobuji defosforylaci jejich autofosforylovanych dgbninovych
zbytki. Z uvedenych vysledk vyplyv4, Ze sanguinarin i chelerythrin mohou iagvat
nejen s PKC, ale i s jednotlivymi substraty PK&Imz ovliviwji jejich fosforylaci anebo
lokalizaci, a tim mohou zasahovat do &nych dju zavislych na aktivit PKC [37] (@iloha
4).

V diferencovanych hikach HL-60 bylo také zji8ho, Ze Kkolchicin, vinkristin a
paklitaxel, tj. latky interagujici s mikrotubuly,eavliviuji oxidani vzplanuti vyvolané
pusobenim fMLP nebo PMA. Tyto vysledky ukazuji, Zetiace oxidéniho vzplanuti

danymi stimuly je na mikrotubulech nezavisla [3&jfloha 3).

4.2. Aktivace drahy Keapl—-Nrf2(ptilohy 8 a 11)

Prosgsné @inky fady sekundarnich metabdlitvéetré nag. kvercetinu, souvisi s jejich
schopnosti aktivovat transkeipi faktor Nrf2 uclear factor erythroid 2-related factor 2),
ktery reguluje mimo jiné expresi cytoprotektivnich antioxid&nich enzyni, nag.
hemoxygenasy-1, NAD(P)H:chinonoxidoreduktasyi Jglutathionreduktasy. Za normalnich
fyziologickych podminek aktivitu Nrf2 inhibuje peih Keapl, ktery svou vazbou na Nrf2
udrzuje tento transkrémi faktor v cytoplazéd a umozuje jeho proteasomalni degradadi. P
oxidatnim nebo elektrofilnim stresu se vSak Nrf2 z vambyKeapl uvdiuje, coz vede ke
stabilizaci Nrf2, k jeho akumulaci v jé&l a k indukci exprese cilovych dgerinterakce mezi

Nrf2 a Keapl mze byt gitom preruSena dsma mechanismy, a to jednak fosforylaci Nrf2

21



prislusnymi proteinkinasami, jednak oxidaci nebo kewei modifikaci witych
cysteinovych zbytk v proteinu Keapl [39].

V préci [40] (giloha 8) jsme studovali, zda protizdliiva aktivita makleji srdité (M.
cordata) miZe souviset s aktivaci drahy Keapl—Nrf2. Jako ukehzktivace této drahy byla
sledovana exprese hemoxygenasy-1 (HO-1), coz jeceysnduktivni enzym katalyzujici
rozklad hemu na antioxidant biliverdin, kation ?Fea oxid uhelnaty, ktery ma fip
fyziologickych koncentracich protizéttivé Ucinky [41]. K dispozici jsme i extrakt zM.
cordata a jeho hlavni slozky, tj. alkaloidy sanguinarihgkerythrin, protopin a allokryptopin.
Bylo zjiSténo, Ze pouzity extrakt indukuje po 6 hod. inkubacmySich makrofagovych
bunkach RAW264.7 expresi HO-1 na urovni mRNA i proteirJkazalo se, Ze za tento
biologicky efekt je odpotdny sanguinarin, kteryippongrné nizké koncentraci (2 uM)
zpasobil jadernou akumulaci Nrf2 a nidt exprese HO-1. Chelerythrin, protopin a
allokryptopin expresi HO-1 neovlivnily. Inddki efekt sanguinarinu byl potian
sloweninou SB203580, farmakologickym inhibitorem prokéhasy p38 2z rodiny
proteinkinas aktivovanych mitogeny (MAPK).¢ldek sanguinarinu v kikdch RAW264.7
byl doprovazen i witym poklesem Zivotnosti bwak. V primarnich kulturach lidskych
hepatocyi vSak sanguinarin také zvySoval mnoZstvi proteir®-H a to pi netoxickych
koncentracich. Z vysledk vyplyv4, Ze aktivace transketipiho faktoru Nrf2 vlivem
sanguinarinu rize gispivat k protizastlivé aktivit¢ M. cordata [40] (ptiloha 8).

V praci [20] (giloha 11) byly zahrnuty flavonoidy kvercetin, is@&keitrin a taxifolin,
kyselina gallova a dva syntetické estery kyselirgllayé, 3©O-galloylkvercetin a 7O-
galloyltaxifolin. Oba galloylderivaty byly jen slabcytotoxické wici bunkam RAW264.7 a
byla potvrzena stabilita obou latek z hlediska néohydrolyzy esterové vazby. Zatimco
kvercetin a volna kyselina gallova podléekavani zvysovaly v likach RAW264.7 expresi
HO-1, 3O-galloylkvercetin, isokvercitrin a taxifolin bylyeaktivni. Tyto vysledky ukazuiji,
Ze galloylaci nebo glykosylaci hydroxylové skupmgy uhliku C3 ztraci kvercetin schopnost
aktivovat drahu Keapl-Nrf2. Jako novy induktor exger HO-1 byl v bitkdch RAW264.7
identifikovan 70©-galloyltaxifolin, ktery po 6 hod. afpkoncentracich od 25 uM zvySoval
mnozstvi mRNA i proteinu HO-1. Tento efekt byl dop&zen zvySenou produkci ROS,
fosforylaci p38 MAPK, ERK (kinasa regulovana exalatarnimi signaly) a JNK (c-Jun N-
termindlni kinasa) a dale jadernou akumulaci NrfZibgtkem proteinu Keapl. ZvySena
exprese HO-1 byla potiana N-acetylcysteinem a sléaninami SB203580 (inhibitor p38
MAPK) a PD98059 (inhibitor ERK), gehoz vyplyva vyznam ROS a aktivity p38 MAPK a

ERK pro indukni inek 7-O-galloyltaxifolinu. Z vysledk lze usoudit, Ze galloylace
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hydroxylové skupiny na uhliku C7 v molekule taxifol prindSi nové biologické aktivity.
Bylo vSak také zji¥no, Ze se -galloyltaxifolin v buikdch RAW264.7 oxiduje na @-
galloylkvercetin, a nezodp&zenou otazkou proto zatimistava, kterd z obou molekul je
odpowdna za biologické dinky [20] (priloha 11).

4.3. Interakce s drahou AhR—CYP1A(piilohy 7, 10 a 13)

Biologicky aktivni sekundarni metabolity rostlin s@rganismu &r¢ vyskytuji sodasre
s |&ivy. Ztoho divodu je nutné studovat také potencialni Iékovéraktee, pi nichz je
acinek léku ovlivren jinym Iékem, potravinou, dofikem stravy apod. iiRinou Iékovych
interakci jsou zrény v metabolismu &v vyvolané inhibici nebo indukci biotransfortmich
enzymi a lékovych transportéf42]. Frikladem rostlinnych produitzpisobujicich klinicky
vyznamne lékové interakce {@j z tezalky t€kované Hypericum perforatum) nebo $ava
z grem (Citrus paradis). Hyperforin, aktivni obsahova latka extraktutezglky, byla
identifikovana jako induktor cytochromu P450 3A4 Y({©3A4), tedy enzymu
metabolizujiciho asi 50 % d& [43]. Naringenin a bergamottin obsazené v grép&aw
jsou naopak inhibitory tohotaitezitého enzymu [44]. My jsme se zabyvali vlivenbugnych
latek na expresi enzyimz podrodiny cytochrofh P450 1A (CYP1A), které metabolizuji
Iéciva jako paracetamol, theofylin nebo kofein. Enzy@YP1A se krom toho &astni také
metabolické aktivacéady prokarcinogeal véetré polycyklickych aromatickych uhlovodik
a indukce d&chto enzynd proto pedstavuje rizikovy faktor v chemické karcinogenezi.
Podrodina CYP1A zahrnuje dva enzymy, z nichz CYP1g@l exprimovan hlawh
v mimojaternich tkanich, jako jsou plicetesto, ledviny aj., zatimco CYP1A2 jgquevsim
jaterni enzym. Expresi obou enz§gmeguluje receptor pro aromatické uhlovodiky (AhR).
Tento transkripni faktor se v neaktivnim stavu nachazi v cytosal$ak po navazani ligandu
dochazi k jeho translokaci do jadra, dimerizacdefnym translokatorem AhR (ARNT) a
komplex AhR/ARNT se nésledrvaze na specifické sekvence DNA, tzv. xenobiotic&Boli
dioxinové responzivni elementy, coz vede k aktiveqirese cilovych gén45].

Mezi aktivatory AhR pat mimo jiné kvercetin, ktery je nizkoafinitnim ligdem tohoto
transkrigniho faktoru [46]. V praci [47] (dloha 10) jsme porovnali ¢inky kvercetinu,
isokvercitrinu, rutinu a taxifolinu na drahu AhR—€YA v lidské hepatomové b&mé linii
HepG2, ktera na rozdil od normalnich hepatb@tprimuje pouze CYP1A1l [27]. Vysledky
potvrdily, Ze kvercetin f koncentracich od 25 uM zvySuje aktivitu AhR aiakje promotor
genuCYP1Al, coz vede k nastu hladiny mRNA a enzymové aktivity CYP1AL. Tytiekty
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vSak byly jen mirné ve srovnani sinkem 2,3,7,8-tetrachlorodibengedioxinu (TCDD),
modelového aktivatoru AhR. Isokvercitrin a rutinnrmdy na rozdil od kvercetinu vliv na
aktivitu AhR, ani na expresi CYP1Al. Z toho vyplyv&e glykosylace na uhliku C3 rusi
schopnost kvercetinu aktivovat AhR vitro. Pro hodnocenidinka glykosidi kvercetinuin
vivo je vSak nutné brat v ivahu moznost jejich deglylare a uvoldni aktivniho aglykonu.
V pripact taxifolinu byl pozorovan zanedbatelny viiv na drAAhR—-CYP1A s vyjimkou
velmi slabého, avSak statisticky vyznamnéhaistr hladiny mRNA pro CYP1A1l. Metodou
vysoko&inné kapalinové chromatografie s hmotnostni det@d&ILC/MS) bylo prokazano,
Ze tento efekt neni doprovazen oxidaci taxifolirau kvercetin. Vzhledem ke strukturni
podobnosti s kvercetinem Izéegolpokladat, Ze by taxifolin mohl byt slabym ligandéhR.
Nizsi afinita taxifolinu k AhR ve srovnani s kvetioem miZze byt vysétlena poklesem
hydrofobicity a ztratou planarniho charakteru malgkv disledku absence dvojné vazby
mezi uhliky C2-C3 [47] (floha 10).

V préci [48] (filoha 7) zamtené na alkaloidy protopin a allokryptopin byly kréurgk
HepG2 pouzity také primarni kultury lidskych hepatid. Analyzou genové exprese bylo
zjisténo, Ze oba alkaloidyipkoncentracich od 25 uM indukuji vikach HepG2 expresi
genuCYP1A1 a v lidskych hepatocytech expresi G&liYP1A1 a CYP1A2. Tato indukce vSak
byla nizka ve srovnani €iakem TCDD a nevedla k n#stu hladiny proteinu, ani enzymové
aktivity CYP1A. Metodou reportérového genu bylounkach HepG2 navic zji&o, Ze oba
alkaloidy aktivuji transkripci genCYP1Al, aniz by sotasré dochazelo k aktivaci AhR,
z¢ehoz lze usuzovat, ze vliv protopinu i allokryptmpina expresi CYP1A je na AhR
nezavisly [48] (piloha 7).

V praci [49] (giloha 13) byl studovan alkaloid palmatin. Strukturplizky alkaloid
berberin byl dive popsan jako aktivator AhR [50] a metoda reposého genu pouzita
v bunkach HepG2 ukéazala, Ze také palmatifze slaké aktivovat AhR a promotor genu
CYP1Al. Fi koncentracich od 10 uM #pobil palmatin v biskdch HepG2 nédist hladiny
MRNA pro CYP1A1, coZz bylo doprovazeno i mirnym iskem jeho enzymové aktivity.
Indukeéni efekt palmatinu vSak byl nizky ve srovnanicemkem TCDD nebo berberinu. Na
rozdil od bugk HepG2 gstovanych v monovrstvpalmatin nezvySoval aktivitu enzym
CYP1A v systémech blizSich podminkamvivo, tj. v buré¢nych sferoidech ifjpravenych
z burek HepG2 a v primérnich kulturach lidskych hepatady9] (priloha 13). Z vysledk
Ize usuzovat, Ze rostlinné fipravky obsahujici isochinolinové alkaloidy protopi
allokryptopin nebo palmatin mohou byt povazovanybeapé&né vzhledem k mozné indukci
enzymi CYP1A [48,49] (pilohy 7 a 13).
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4.4. Biotransformace studovanych slotenin (prilohy 2, 9, 12 a 14)

Rostlinné sekundarni metabolity, stejjako jina xenobiotika, podléhaji v lidském
organismu biotransforndaim proced8m, na nichz se podilifedevsSim sevni tka, jatra a
sttevni mikrofléra. Detailni znalost metabolického dsuxenobiotik je dlezita proto, Ze
metabolismus wwuje farmakokinetické a farmakodynamické vlastnostané latky.
Biotransformace xenobiotik zahrnuje obvykie faze. Fazi 1 zajidji oxidani, redukni,
hydrat&ni nebo hydrolytické reakce, jejichz cilem je vyivonebo odhalit ve vychozi
molekule polarni, nap hydroxylovou, funkni skupinu. Welem faze 2 je snizeni reaktivity
vzniklych metabolii a zvySeni jejich rozpustnosti ve vogrostednictvim konjugénich
reakci, jako jsou glukuronidace, sulfatace nebojugacte s glutathionem. Faze 3 pak
zahrnuje aktivni transport konjugovanych metabolihimo buiku, odkud mohou byt
vylou¢eny z organismu Zti nebo mei [51].

NejvyznamijSi enzymy zapojené do prvni faze metabolismu xenigbjsou enzymy
z rodiny cytochromd P450 (CYP) [52]. V fipadt sanguinarinu bylo popsano znimi jeho
hepatotoxickych ¢&inka u mysi po pedchozim podani 3-methylcholanthrenu, ktery bylzitou
jako modelovy induktor enzyinCYP1A [53]. V praci [54] (piloha 2) jsme proto studovali,
zda je sanguinarin enzymy z podrodiny CYP1A metabohn. Vysledky ukazaly, ze
preinkubace s induktory CYP1A, tedy s 3-methylchtheenem, B-naftoflavonem nebo
TCDD, snizuje cytotoxicitu sanguinarinu vitkaich HepG2 i v primarnich kulturach
potkanich hepatoc§t Dale bylo zjis¢no, Ze sanguinarin inhibuje ethoxyresoruin-
deethylasovou aktivitu rekombinantnich lidskych yenz CYP1A, gicemz CYP1Al byl
inhibovan nekompetitivh a CYP1A2 kompetitivh Tyto vysledky naznaiji, Ze by
sanguinarin mohl byt substratem CYP1A2. Analyzaadett HPLC s UV a fluoresceni
detekci vSak neodhalila Zzadny metabolit sanguinaritktery by byl produkovan
rekombinantnimi enzymy CYP1Al a CYP1A2 nebo lidskyjaternimi mikrosomy
obsahujicimi CYP1A2. Z vysledk vyplynulo, Ze induktory CYP1A hraji jistou roli
v detoxikaci sanguinarinu, avSak tento alkaloidirserfbstratem enzyinCYP1A [54] (giloha
2). Tento jev mzZe byt vys¥tlen poz@jSim zjiS€nim, Ze sanguinarin je transformovan na
dihydrosanguinarin [55] pragtdnictvim NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy 1 [56], fji
expresi zvySuji mimo jiné i nami pouZzité indukt@yP1A [57].

Prace [58] (filoha 14) byla zagiena na transformaci palmatinu, ktera byla studovana
s vyuzitim suspenzi lidskych hepatacw tzv. baktosoiin (membranova frakce Escherichia

coli) obsahujicich hlavni jaterni enzymy prvni faze abetismu xenobiotik, a to
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rekombinantni lidsky CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9,18C2D6, 2E1 a 3A4. Byla vyvinuta
metoda HPLC/MS se separaci pro¥dol na silikagelové stacionarni fazi modifikované
kyanopropylovou skupinou, ktera umozZznila &asnou detekci palmatinu i jeho metahplit
Hepatocyty pedstavuji metabolicky ptnfunkeni in vitro model umo#ujici studovat prvni i
druhou fazi biotransformace. Bylo zjéb, Ze transformace palmatinu v hepatocytech
zahrnuje O-demethylaci nebo hydroxylaci a Zze demethylovangdpkt je konjugovan
sulfataci nebo glukuronidaci. Analyzy také ukazalg, demethylaci palmatinu katalyzuje
CYP2D6 a v mensSi g také CYP1A2. Vysledky i pouzita analytickd metadahou byt
aplikovany pi dalSim studiu biotransformace palmatinu a jinyphotoberberinovych
alkaloidi [58] (priloha 14).

V praci [59] (giloha 9) jsme porovnali reténi chovani vybranych flavonaidkvercetin,
isokvercitrin, rutin, taxifolin) a jejich metabalithactyiech Giznych stacionarnich fazich, a to
na silkagelu modifikovaném oktylovou £ oktadecylovou (&), fenylovou nebo
kyanopropylovou skupinou. Flavonoidy obsahugkalik hydroxylovych skupin a bez
nutnosti prvni faze biotransformace mohou podstoumnjugani reakce. Metodou
HPLC/MS bylo zjiS¢no, Ze suspenze lidskych hepatdcy primarni kultury potkanich
hepatocyi premenuji vSechnycétyti flavonoidy na methylderivaty, sulfaty, glukurogich
methylované glukuronidy. Vifpact taxifolinu byl navic pozorovan vznik redukovaného
(dehydroxylovaného) produktu. Pro jednotlivé metipdyly popsany fragmentai spektra
a dalsi analytické parametry jako reteh casy, selektivita a rozliSeni pik
Z chromatografickych dat vyplynulo, Ze pol§§i stacionarni faze, tj. fenylova a
kyanopropylova, jsou proc¢innou separaci flavonoida jejich polarnich i ménpolarnich
metabolifi vhodrgjSi nez stacionarni faze nepolarnid@s) [59] (pfiloha 9).

Silikagelova stacionarni faze modifikovana fenylowakupinou byla nasledrpouzita i
studiu biotransformace syntetickych galloyle&t&wercetinu a taxifolinu [60] (dloha 12).
Analyzy metodou HPLC/MS ukéazaly, Ze GBgalloylkvercetin je v suspenzich lidskych
hepatocyi metabolizovan na monoglukuronidy a monomethyldgyiv gicemz oba typy
metabolifi vznikaly jako dva polohové izomery. Kr@noho probihalo také &teni esterové
vazby 30O-galloylkvercetinu za vzniku kvercetinu a kyseliggllové. Ke Stpeni esterove
vazby dochazelo také ipadt 7-O-galloyltaxifolinu, kdy uvolny taxifolin byl konjugovan
sulfataci nebo glukuronidaciCast 70-galloyltaxifolinu byla, steja jako v buikach
RAW264.7 [20] (piloha 11), oxidovana na @-galloylkvercetin a ten byl §en na kvercetin
a kyselinu gallovou. Semikvantitativni vyhodnoceait ukazalo, Zze ©-galloyltaxifolin je

nachylrgjSi k metabolickym femenam nez 39-galloylkvercetin, picemz po 2 hod. inkubace
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bylo premeénéno giblizné 90 %, pop. 20 % jednotlivych latek. Vysledkyiipesly zakladni
informace o biotransformaci monogalloylovanych @lawidi a mohou byt aplikovanyip
studiu struktura podobnych slotenin [60] (giloha 12).

4.5. Vliv metabolické transformace na biologickou ktivitu (prilohy 5, 6 a 15)

Béhem biotransformaich reakci dochazi ke 2Zmam struktury a stim souvisejicim
zmeénam biologické aktivity, icemz mize nastat inaktivace (tj. detoxikace), nebo naopak
aktivace metabolizované skeniny. Na metabolické aktivaci je zaloZzeno mimoéjin
fungovani proléiv. Mezi rostlinnymi sekundarnimi metabolity je nm& povaZovat za
~prolécivo” napiiklad salicin, ktery je fwsobenim gevnich bakterii a dale v jatrech
metabolizovan na farmakologicky¢inou kyselinu salicylovou (obr. 1) [8].fiRladem
nezadouci aktivace rostlinnych stemin je biotransformace aristolochovych kyselin na
vysoce reaktivni produkty, které se kovalémi@zou na DNA a zjsobuji tak nefrotoxicitu a
karcinogenitu rostlin Zeledi podraZcovitych Aristolochiaceae) [61]. Biologické @inky
xenobiotik pozorovanén vivo mohou byt tedy obeénzpisobeny nejen vychozimi latkami,
ale i jejich metabolity, a proto je nutné, aby studiu mechanisin G¢inku pomociin vitro
modeti byly testovany také relevantni biotransfotimigorodukty [62].

Dosavadni vyzkum alkaloidsanguinarinu a chelerythrinu prokazahwitro podminkach
jejich vyznamnou cytotoxickou aktivituigi riznym typim normalnich i nadorovych béik
[63]. Vysledky toxikologickych studii na zwtech jsou vSak nejednozm& a zavisi na
zpasobu podani, které oviiwvje napiklad distribuci nebo metabolismus testované |§ikh).
Cilem praci [64] (filoha 6) a [65] (filoha 5) proto bylo porovnat cytotoxicitu sanguinara
chelerythrinu s &inky jejich 5,6-dihydroderivéi, které byly identifikovany jako jedny
z hlavnich produki biotransformace obou alkaldgid[55,66]. Experimenty provedené
na leukemickych htkdch HL-60 ukézaly, Ze dihydroderivaty sanguinaraehelerythrinu
jsou mér cytotoxické nez fislusné vychozi latky. Ndjklad testem Zivotnosti bgk, ktery
hodnoti funknost mitochondrii (tzv. MTT test), byl zjit cytotoxicky &inek sanguinarinu a
chelerythrinu, ficemz po 4 hod. inkubace byly pro pokles Zivotnastneveny hodnoty 163
0,9 uM, pop. 2,6 uM. Dihydrosanguinarin a dihydrochelerythpiitom po 24 hod. aip
nejvyssi testované koncentraci (20 uM) snizily #iest bugk pouze na 52 %, pop53 %.
Niz8i cytotoxicita obou dihydroderiviatbyla potvrzena také dalSimi metodami, a to
testovanim integrity a asymetrie k&iné membrany, #&fenim mitochondrialniho

membranového potencialu nebo sledovanim aktivigp&a 3, 8 a 9. Z vysletdkyplyva, ze
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metabolicka redukce iminiové vazby v molekule samguinu nebo chelerythrinu za vzniku
prislusnych dihydroderivatpredstavuje detoxifikaci obou alkala@id64,65] (gilohy 5 a 6).

Flavonoidy se v rostlindch vyskytuji ve fokrglykosidi. Jejich biotransformace zahrnuje
deglykosylaci a uvokné aglykony jsou naslednpievedeny konjugaimi reakcemi na
sulfaty, glukuronidy nebo methylderivaty [67]. Vaor [21] (giloha 15) jsme studovali vliv
sulfatace na vybranéc¢imky kvercetinu, isokvercitrinu a taxifolinu. S v3itim bakterialni
arylsulfatsulfotransferasy bylyftipraveny kvercetin-30-sulfat, ktery je jednim z hlavnich
metabolifi kvercetinu, a dale isokvercitrin-@-sulfat a taxifolin-4'O-sulfat. Zhodnoceni
antiradikalové aktivity v chemickém systému ukazae sulfatace hydroxylové skupiny na
kruhu B vyznam# sniZzuje schopnost vSechi tflavonoidi vychytavat 1,1-difenyl-2-
pikrylhydrazylovy radikal. Tyto vysledky potvrzujvyznam katecholové ofdihydroxy)
struktury kruhu B pro antiradikalovou aktivitu flawoidi. Dale bylo zji&no, Ze sulfatované
flavonoidy na rozdil od kvercetinu neindukuji ex@r€YP1ALl v buikach HepG2 ani expresi
HO-1 v buikdch RAW264.7. Sulfatace vnasi do molekuly flavamoizaporny naboj a
prispiva k hydrofilig vysledné molekuly. Metodou HPLC/MS bylo z§8o, Ze intracelularni
koncentrace sulfatovanych flavonaidosahuji v obou typech b&knmnohem nizSich hodnot
nez koncentrace kvercetinu a naopak hodnot srawyate s koncentracemi isokvercitrinu,
ktery obsahuje hydrofilni sacharidovou sloZzku. Dal§alyzy ukazaly, Ze sulfaty flavonaid
jsou v buitkdch HepG2 biotransformovany v menSitena na mensi get metabolit nez
nesulfatované flavonoidy. VSechny sulfaty castén¢ podléhaly desulfataci, kvercetin-Q-
sulfat byl navic methylovan na dwizné monomethylderivaty a taxifolin-@-sulfat podléhal
oxidaci na kvercetin-43-sulfat. V gipact taxifolinu vzniklého desulfataci taxifolin-©-
sulfatu dochazelo k resulfataciiigemz byly nalezeny dvaizné monosulfaty odlisné od 4'-
O-sulfatu. Vysledky ukazuji, Ze sulfatace snizujeitro biologickou aktivitu flavonoid, coz
muze souviset s nizSim vstupem sulfato burkk, pog. s jejich nizsi afinitou k cilovym
biomolekulam [21] (filoha 15).

5. Za&wr a budouci sméfovani

Habilitacni prace shrnuje vysledky studia biologické akyivia metabolickych
transformaci vybranych alkaldida flavonoidi. Pfi studiu mechanistn antioxid&niho
pusobeni byly charakterizovany dva inhibitory oxidéno vzplanuti, sanguinarin a
chelerythrin. Sanguinarin a @-galloyltaxifolin byly identifikovany jako aktivaty

transkrigniho faktoru Nrf2 a induktory hemoxygenasy-1.
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Dale bylo zjis&éno, Ze testované latky maji pouze mirny nebo zaatettty vliv na aktivitu
transkrigniho faktoru AhR a expresi enzyn€YP1A: a) glykosidy kvercetinu na rozdil od
kvercetinu neovlisuji v buikach HepG2 aktivitu AhR, ani expresi CYP1A1l, b)ifalin
zpasobuje v bikdch HepG2 statisticky vyznamnou, avSak velmi dlabmlukci exprese
CYP1A1l na arovni mRNA, c) protopin a allokryptopavySuji pouze na urovni mRNA
expresi CYP1Al a CYP1A2 v lidskych hepatocytechpalmatin zfisobuje aktivaci AhR a
narist aktivity CYP1A1 v biikdch HepG2, avSak ne v lidskych hepatocytech.

V metabolickych studiich byly popsany produkty sfmmmace firodnich flavonoid a
jejich semisyntetickych galloylderiviatv lidskych hepatocytech. Byla vyvinuta metoda pro
analyzu metabolit palmatinu a aplikovanafip studiu jeho transformace hepatocyty a
rekombinantnimi cytochromy P450. Dale bylo Zji&i, Ze induktory enzythCYP1A snizuji
cytotoxicitu sanguinarinu a Ze sanguinarin inhibajeivitu CYP1A, avSak neniéiito
enzymy metabolizovan. iP studiu vlivu metabolickych imén na biologickou aktivitu
vybranych slotenin bylo zjis¢no, Ze redukce sanguinarinu a chelerythrinu iislysné 5,6-
dihydroderivaty je spojena s vyznamnym poklesenotoyicity. Bylo také pozorovano, Ze
sulfatace flavonoitl zpisobuje pokles jejich antiradikalové aktivity aibe vést k omezeni
vstupu flavonoid do burek a ke ztrat jejich biologické aktivity.

Vysledky gispély k hlubSimu poznani molekularnicitidki studovanych latek. Jelikoz
maji rostlinné sekundarni metabolitgsto pleiotropni &inky a také nizkou biodostupnost,
soustedi se sotasny vyzkum v oblasti medicinalni chemie mimo jime syntézu derivat
piirodnich latek s vhodfsimi fyzikalné-chemickymi a cilenymi biologickymi vliastnostmi.
Hlavnim smérem mého dalSiho vyzkumu bude biologické testoedwaiog prirodnich latek,
jako jsou derivaty fenolovych sléenin nebo sloteniny obsahujici cyklopentendionoyy

furanonovy kruh.
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