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Anotace

Ma prace se zabyva hledanim novych 1é¢iv na onemocnéni diabetes mellitus 2. typu. Za cil
jsem si zvolil nalézt 1é¢ivo/a inhibujici enzym a- glukosidazu. Tento enzym je dulezity pii
traveni sacharidl a vyskytuje se Vv travicim traktu. Potlacenim funkce tohoto enzymu se da
snizit postprandialni glykemie, ktera je problémem praveé pro pacienty s diabetem mellitem.
Prace se soustiedi na latky ze skupiny flavonoidu a sleduje jejich schopnost inhibice na
savéim enzymu, konkrétné potkani intestinalni glukosidazy. Testuji v ni nékolik skupin
flavonoidii a nasledné porovnavam jejich inhibi¢ni vlastnosti. Dtlezitou ulohou prace je
pfifazeni inhibi¢nich schopnosti danym strukturdm a objasnéni toho, pro¢ jsou nékteré
flavonoidy lepSimi inhibitory. Tato prace zaroven slouzi jako navazani na vyzkum
testujici inhibici kvasinkové a-glukosidazy.

Klicova slova
Diabetes mellitus; flavonoidy; a-glukosidaza; inhibice; postprandialni glykémie
Annotation

My work deals with the search for new drugs suitable in type 2 diabetes mellitus treatment.
The area of medication | am researching in are drugs based on the principle of inhibiting the
enzyme o-glucosidase, which breaks down polysaccharides in the digestive tract. By
suppressing the function of this enzyme, postprandial glycemia can be reduced, which is
a problem of patients with diabetes mellitus. The work focuses on substances from the
flavonoid group and monitors their potential ability to inhibit intestinal glucosidase in rats.
| tested several groups of flavonoids and then compare their inhibitory properties. An
important task of the work is to assign inhibitory abilities to given structural characteristics
and to clarify why some flavonoids are better inhibitors. This work also serves as a follow-
up to a research testing inhibition of yeast a-glucosidase.
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Uvod

V této praci bych se chtél zabyvat hledanim novych 1é¢iv na diabetes mellitus (DM). Veskeré
detaily tohoto onemocnéni budou dale popsany v teoretické casti prace, ivodem vSak musim
zminit, Ze se jedna o onemocnéni s vysokou morbiditou a mortalitou, a to i pfes vyznamné
recentni pokroky v terapii této choroby. DM trpi celosvétové pres 540 miliont lidi a v Cesku
bylo k roku 2021 diagnostikovano pies 900 tisic dospélych s timto onemocnénim. V mnoha
publikacich se mluvi o tomto onemocnéni jako o pandemii [1; 2; 4;]

Lécba diabetu piedstavuje pro lidstvo enormni vyzvu, a to i kdyz dnes jiz mame pomérné
vysoky pocet antidiabetik, terapii a postuptl, které pii takto velkém poctu mohou byt
specializovany na dané¢ho pacienta. Jednou z moznosti je 1é€ba pomoci inhibice enzymut
a- glukosidaz, Sté€picich poly/disacharidy. Toto $t€peni ma za nasledek uvolnéni glukozy
z tady vétsich sacharidu, a tak i zvySeni glykémie v krvi a na tu t€lo musi reagovat sekreci
inzulinu, coz je u diabetikli obou typl vyznamnym problémem. [1; 2]

Tato prace se bude soustfedit prav€ na inhibitory enzymi a-glukosiddz. Momentalné je
z fady inhibitort v Ceské republice klinicky pouzivana pouze akarbdza, jejiz uZivani viak
nasleduji gastrointestinalni potize, a tak neni lé¢ivo pfili§ oblibeno. [1; 2; 7]

Cilem moji prace bude najit alternativu tohoto 1é€iva z fady latek flavonoidii. Budu se snazit
najit latku, ktera by vykazovala stejné, nebo i lepsi inhibi¢ni vlastnosti s minimem vedlejSich
potizi a potencialné by mohla byt pouzita jako nové doplitkové 1é¢ivo na diabetes mellitus.
Je nutno zminit, Ze se jedna o ptirodni latky a fada pacientl je presvédCena, 1 kdyZ myln¢,
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specidlné pro pacienty preferujici ptirodni terapii.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus, ¢esky uplavice cukrova, zkracené cukrovka, je chronické metabolické
onemocnéni s vysokou mortalitou i morbiditou. Jedné se o patologicky jev, pfi kterém se
pacientovo té€lo neni schopno dobfe vyrovnat Se zvysenim glykémie, tj. hladiny glukézy
v krvi. Dalsi problémy, které jsou s timto onemocnénim spojeny, a to zejména pokud je
nelécené, jsou napiiklad: zvraceni, bolesti biicha, zamlzené vidéni, hyperglykemické stavy
s poruchou védomi, nachylnost k infekcim a pfedevsim kardiovaskularni potize vedouci
k mnohdy smrtelnym infarktim myokardu.

Pro pochopeni vaznosti problému, ktery predstavuje DM pro lidstvo, se sta¢i podivat na
statistiku. V Cesku bylo k roku 2016 Ceskym statistickym ufadem (CSU) evidovano vice
jak 900 tisic nemocnych. Primérny nartst je odhadovan na 60 tisic novych pacienti kazdy
korun, coz predstavuje 10 % veskerych zdravotnich vydaju. [5] Celosvétove se poté jedna
0 vice jak 540 milionti nemocnych a podle odhadu International Diabetes Federation (IDF)
bude v roce 2045 trpét DM zhruba 783 milionti dospé€lych osob. [2; 3; 5; 6] DM se d¢li na
dva typy, a to podle toho, zda jde o absolutni nedostatek inzulinu nebo jeho sniZzené Gcinky.

1.1.1 Diabetes mellitus 1. typu (DM1)

Diabetes mellitus prvniho typu je relativné vzacné onemocnéni. Trpi jim ze vSech diabetiktl
pouze 7 %. Nejvétsim problémem tohoto typu je absolutni nedostatek hormonu inzulinu.
Ten je zpisoben zanétem Langerhansovych ostrivki v pankreatu, pii némz dojde ke zni¢eni
zde umisténych B-bunck, které jsou za produkci inzulinu zodpovédné. Zanét byva
vysledkem $patné reakce imunitniho systému na virovou infekci v mladém véku pacienta,
tj. mezi 2-4 rokem jeho zivota. Vyjimkou je pozvolna progrese onemocnéni v pozdéj$im
véku. V tomto piipadé se jedna o tzv. latentni autoimunni diabetes dospé&lych neboli LADA.
V obou piipadech DM1 je nenavratné poskozena tvorba a sekrece inzulinu, a tak se DM1
také nazyva inzulin-dependentnim typem DM. Lé¢ba DM 1 momentalng spociva predevsim’
v substituci inzulinem, a to v kombinaci se specialni diabetickou dietou a slozitym
monitoringem, ktery zahrnuje kontinualni pozorovani glykémie. [2] V soucasné dobé¢ nejsou
pfi 1écbé DM1 vyuzivana Iéciva cilici na inhibici a-glukosidaz, i kdyz by principialné¢ mohla
byt pouzivana jako doplitkova 1é¢iva. M4 prace se tudiz bude zamétovat spiSe na potencial
téchto 1€Civ pii 1éEbé DM2.

1.1.2 Diabetes mellitus 2. typu (DM2)

Diabetes mellitus druhého typu predstavuje pro lidstvo nejvétsi vyzvu ze vSech typl diabetu
vubec. Jedna se o komplexni metabolickou poruchu, pfi které si t€lo vyvine inzulinovou
rezistenci anasledn¢, i kdyz po dlouhé dobé, dochazi ik poskozeni inzulinové tvorby
a sekrece. [7; 16] DM2 je onemocnéni, které se rozviji pomaleji, nez napi. DM1, a k jeho



manifestaci dochazi az v dospélosti. [7]. Jedna se o jeden z nejrozsahlejSich zdravotnich
problémt dneSni generace, protoze jeho hlavni pfiinou je Spatny Zivotni styl. Kolem 90 %
vSech diabetickych pacientt trpi pravé DM2 a kvtili tomuto typu se o diabetu mellitu mluvi
v posledni dobé jako o pandemii. [6; 7]

1.1.3 Patofyziologie DM2

Onemocnéni je charakterizovano relativnim nedostatkem inzulinu. Ten vznika kombinaci
inzulinové rezistence na receptorech a pozdéji 1 neschopnosti slinivky bfisni produkovat
inzulin. Ze za¢atku organismus reaguje na inzulinovou rezistenci zvySenou sekreci inzulinu.
Ocekavany vysledek se ale v téle, kviili snizené reakci tkani na inzulin, nedostavi, a tak
inzulinova kompenzacni sekrece selhava. Poté v organismu nastava hyperglykémie
a inzulinova sekrece se navic i postupné snizi [1; 7]

1.1.4 Ptic¢iny a komplikace DM2

Jak jsem jiZz zminoval vySe, hlavni pfi¢inou vzniku DM2 je pomaly, energeticky nenaro¢ny
a nezdravy zivotni styl. Tento zivot jde ruku v ruce se vznikem dyslipidémie, a tudiz
I zvySenim hladiny triglyceridl a pfipadné i cholesterolu v krvi, [2] nizsi kvalitou spanku
a vys$i mirou stresu. [2; 7] VSechny tyto faktory vyrazné pfispivaji k vyvoji prediabetu
a nasledné k vytvoteni inzulinové rezistence. Je vSak potfeba zminit faktory, které pacient
ovlivnit nemize. Mezi n¢ patii vék pacienta nad 40 let, pohlavi, nebot’ Zeny jsou statisticky
nachylngjsi k onemocnéni, a predevsim genetickd vybava. [7] Vyzkumem bylo zjisténo ze
az 36 genu se podili na zvyseni rizika vzniku DM2, a to u n¢kterych alel az 1,5krat. [13; 14]
Vétsina gentl, které ovliviuji vznik diabetu, se podili na funkci B-bunék ve slinivce.

Finalni komplikaci, kterd je pro pacienta Casto smrtelnd, je az cCtyfikrat vyssi riziko
kardiovaskularnich chorob, vcetné ischemické choroby srde¢ni a cévni mozkové ptihody.
[2] K pozdgjsim komplikacim patii dale neuropatie, syndrom diabetické nohy s vyrazné
vys8i pravdépodobnostni amputace koncetin, selhani ledvin, netraumaticka slepota, zvyseni
rizika ohrozeni kognitivnich funkci a zvySeni pravdépodobnosti demence, vyvolanou
nemocemi jako je Alzheimerova choroba a vaskularni demence. [8; 9; 10]

1.1.5 Lécba a farmaka uzivana pri lécbé DM2

Dilezitym krokem v boji proti DM2 je spojeni nékolika typt 1é¢by. V prvni fad€ je potieba
zlepsit Zivotni styl pacienta. Aerobni sportovni ¢innost minimalné 4krat tydné nejen prispiva
ke kompenzaci diabetu, ale studie i prokazaly, ze snizeni télesné hmotnosti o 5-10 % vede
k vyraznému snizeni kardiovaskularnich komplikaci. [2] Dal§im krokem je uprava
jidelnicku nemocného. Pacienti s DM2 maji ¢asto velmi $patné stravovaci navyky, a proto
je prvnim krokem snaha omezit nezdravé slozky v jidle. Nasledné je pacientim casto
doporucena nizkoenergeticka, tzv. redukéni dieta. [2]

Vedle vyse zminénych krokii se u pacienti s DM2 aplikuji rizné kombinace antidiabetik.
Pokud nejsou pritomny kontraindikace, za¢ina se terapie 1é¢ivem ze skupiny biguanidu [2],

10



kterym je nejen v Cesku metformin. Jak bylo zminéno vyse, dne$ni 1é¢ba DM2 se vyznacuje
kombinaci riznych skupin antidiabetik. Témito Specifikovanymi terapiemi lze dosahnout
presngjsitho a lepsiho pfistupu pii 1écbé DM2. V nésleduji tabulce je ptehled skupin
antidiabetik a jejich zastupcu (viz Tabulka 1). [15]

Tabulka 1: Prrehled lékovych skupin a jejich zdstupcii

LEKOVA SKUPINA ZASTUPCI*

Biguanidy metformin

Derivaty sulfonylurey glimepirid, gliklazid, gliquidon, glipizid

Analoga GLP-1 exenatid, liraglutid, lixisenatid, semaglutid, dulaglutid
Inhinitory DPP-4 (gliptiny) sitagliptin, vildagliptin, saxagliptin, linagliptin, alogliptin

Inhibitory SGLT-2 (glifloziny) | empagliflozin, dapagliflozin, ertugliflozin, kanagliflozin

Thiazolidindiony pioglitazon
Inhibitory a-glukosidasy akarbosa
Glinidy repaglinid

rychle pasobici: inzulin lidsky, aspart, glulisin, lispro; stfedné ptisobici:

Inzuliny lidsky-NPH; inzulin detemir, dlouze piisobici: glargin a degludek
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1.2 Enzymy a jejich inhibice

1.2.1 a-glukosidaza

Enzymem, na ktery se vtéto praci soustiedim je a-1,4-glukosidaza (EC 3.2.1.20;
a- glukosidaza; maltaza). [28] Tento enzym se fadi do enzymové tiidy hydrolazy, podtridy
glykosylazy a skupiny glykosidazy. [1; 23; 24] Sklada se z péti strukturalnich domén
a aktivniho mista, ve kterém probiha Stépeni sacharidu. [31] a-glukosidaza se dé€li na kyselou
lysozomalni a-glukosidazu (GAA) a intestindlni o-glukosidazu. [1; 32; 33] Pravé
S intestindlni a-glukosidazou odebranou z potkanich stiev budu v praktické ¢asti praci
provadét experimenty. V lidském téle se tento membranoveé vazany enzym nachazi po celé
délce tenkého stieva. Zde je odpovédny za posledni krok S$tépeni oligosacharidd,
polysacharidi a glykokonjugati (glykolipidy, glykoproteiny) obsahujici koncovou glukozu.
Vysledkem S$tépeni je a-D-glukoza, coz je monosacharid, ktery je dale vyuZzivan
vV metabolismu celého téla.

V procesu §tépeni sacharidd vsak neni a-glukosidaza sama. Traveni Skrobu zahajuji slinna
a pankreaticka a-amylasa. Ta stépi intramolekularni a-(1,4) a a-(1,6) vazby ve skrobu na
kratké linearni ¢i rozvétvené dextrinové fetézce a az ty jsou poté St€peny enzymatickymi
komplexy, ve kterych je a-glukosiddza zakomponovana. Jednd se o dva enzymatické
komplexy: Sl (sacharaza-isomaltaza) a MGAM (maltaza-glukoamylaza). Jak tika ve své
praci Mgr. Kasparkova (Kasparkova, 2023): ,,Prestoze komplex glukosidas Sl je ve streve
vice hojny nez komplex MGAM a zajistuje také stepeni rozvetvenych dextrini svou a-(1,6)
aktivitou, jeho hydrolyticka aktivita je pomald. MGAM oproti tomu disponuje vysokou
hydrolytickou aktivitou. Enzymy Sl jsou tedy spise dilezité pro udrzen: stabilni glykémie,
zvlasté po konzumaci vysoce glykemickych potravin. MGAM se svou vysokou aktivitou
zajistuji telu rychly prisun glukosy, coz ma vliv na ndhly ndrast postprandialni glykemie.*
Enzymovy komplex MGAM se mimojiné sklada z a-glukosidazy (maltazy) a glukan-1,4-a-
glukosidazy (glukoamylazy) a tudiz inhibici téchto enzymii nejlépe piedejdeme rychlému
vzristu postprandialni glykémie. [1]

1.2.2 Inhibitory a-glukosidaz

Latky blokujici tento enzym jsou vyuzivané jako typ l1é¢iv u DM2. Pouzivaji se pifedevsim
za uCelem sniZeni postprandialni hyperglykémie. LéCiva jako akarbdza nebo miglitol
inhibuji ¢innost enzymd, které¢ v tenkém stieveé §té€pi polysacharidy a oligosacharidy na
gluk6zové jednotky a zpomaluji tak vstiebavani sacharidi. Tim pomadhaji drzet hladinu
krevniho cukru po jidle v normalu. [18, 19] Tento mechanismus v§ak bohuzel pfinasi znacné
mnozstvi nepfijemnych vedlejSich Gc¢inkd. Kvili ptisobeni mikrobidlni stfevni flory na
nenatravené slozené sacharidy dochazi u pacienti ke Qastrointestinalnim bolestem,
borborygmu, abdominalni distenzi apod. [1, 16] Kvuli témto potizim a nizké thradé
akarbozy pojistovnou, neni tento typ 1€¢iv u pacienti prilis obliben. [1; 16; 18]
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1.2.3 Akarboza

Akarboza je pseudotetrasacharid mikrobialniho puvodu, ktery pasobi v tenkém stieveé.
Ucinkem akarbozy se glukoéza uvoliiuje z traveniny pomaleji. Postprandialni vzestup
glykemie je tak nizsi a pomalejsi. Tento Géinek je zavisly na davce podané akarbozy. Ta se
po peroralnim podani nevstiebava, pouze plni svou funkci inhibice enzymu a je nasledné
vyloucena. [17; 21] Strukturu akarbozy tvoii dvé ¢asti: akarviosinova struktura a maltosa,
ktera je navazana na jejim redukénim konci [1; 20] (viz Obrazek 1).

Akarbodza byla v této praci pouzita jako standard. Srovnavam tudiz jeji inhibi¢ni vlastnosti
s latkami, které testuji. Je to jediné 16¢ivo ze skupiny inhibitort a-glukosidaz, které je v CR
pouzivano V klinické praxi. Pokud se pouziva, tak casto v kombinované terapii, napf.
s derivaty sulfonylurey, a to predevsim u pacienta s DM2. Akarbozu Ize pouzit i u pacientt
s diabetem 1. typu, pokud maji velké postprandialni vykyvy glykémie. [18]

HO HO HO
CHy
o 0 o
G OH OH OH OH
HO N o) o
OH : OH OH OH

Obrazek 1. Chemicka struktura akarbozy.
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1.3 Flavonoidy

Latky, jejichz potencial pii inhibici a-glukosidazy v této praci sleduji, jsou flavonoidy.
Jednad se o latky, které se v ptrirodé¢ vyskytuji jako sekundéarni rostlinné metabolity.
Predevsim je nachdzime v ovoci, zelening, ofechach atd. Jejich vysoka koncentrace byla
zaznamenana také v raznych ovocnych vyrobceich ¢i ¢okolade. [33; 35]

Pro farmakologické vyuziti jsou flavonoidy Siroce uplathovany jako venofarmaka,
antioxidanty a maji také urcité antibakterialni a antivirové u¢inky. Déle je zkouman i jejich
potencidl inhibovat ur¢ité enzymy. [33; 34] Této schopnosti flavonoidu si zacinaji védci
vSimat relativn€ nove a jiz na toto téma vychézeji ¢lanky v prednich védeckych Casopisech,
jako je napftiklad periodikum Foods.

Strukturalné se jednad o skupinu polyfenolickych latek, kterou spojuje zékladni struktura.
Tato zakladni jednotka je tvofena dvéma benzenovymi jadry, kterd jsou spojena pies
pyranovy kruh (viz Obrazek 2). Flavonoidy jsou velmi zajimavé tim, Ze dokazi na toto své
jadro pojmout rizné funk¢ni skupiny a tim ménit své inhibi¢ni vlastnosti. Flavonoidy sice
obecné inhibuji a-glukosiddzy procesem, pii kterém dochdzi v molekuldch enzymu ke
strukturdlnim zménam a pfenosu energie, coz by napovidalo tzv. nekompetitivni inhibici.
Jini zéstupci, jako naptiklad myricetin se v§ak vazi pfimo na aktivni misto enzymu. Vysoka
variabilita inhibice a moznost uplatnéni flavonoidt nabada k dalSimu prozkoumani jejich
inhibi¢niho potencidlu. [1; 27; 31]

Obrdzek 2. Flavan, zdkladni struktura vétsiny flavonoidii.
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1.3.1 Zastupci flavonoidu

Flavonoidy délime na rizné skupiny podle polohy a typu substituentti na pyranovém okruhu.
Rozdéleni testovanych flavonoidii na skupiny je znazornéno v Tabulce ¢.2. [33; 34; 35]

Tabulka 2. Déleni flavonoidit na podskupiny

SKUPINY ZASTUPCI

o] . . - .

f naringenin, naringin, hesperetin,

avanon
Y | hesperidin

O

flavanoly O © katechin, epikatechin

OH
o]
flavanonoly O | taxifolin

H OH
0] \/O flavon, 5-hydroxyflavon, 7-

flavony | hydroxyflavon, luteolin, baikalein,

baikalin, diosmin, chrysin
O
\/@ 3-hydroxyflavon, kvercetin,

o]

f | kempferol, rutin, morin, hyperosid,

avono
y | isokvercitrin, myricetin a také

| | OH semisynteticky troxerutin
o]
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2 Prakticka c¢ast

2.1 Material

o mikrotitracni desticky — 96 jamek (firma: Brand, Wertheim, Némecko)

e mikrozkumavky: 1,5 ml; 5,0 ml (firma: Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e automatické jednokanalové pipety: 10 — 100 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 ul (Brand)
« vicekanalova pipeta: 30 — 300 pl (firma: Biohit, Helsinki, Finsko)

e 3picky k pipetam o objemu 100ul, 200 ul, 1000 ul (Eppendorf)

2.2 Pristroje

o spektrofotometr pro mikrotitracni desticku Hidex Sense (HIDEX, Turku, Finsko)
o analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
« vortex mixér IKA® Vortex Genius 3 (IKA®- Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Némecko)

« tiepacka pro mikrotitracni desticky IKA® MS 3 digital (IKA®-Werke GmgH & Co.
KG)

o ultrazvukova vana Bandelin Sonorex (BANDELIN electronic GmbH, Berlin,
Némecko)

« pH metr WTW 538 (WTW, méfici a analyticka technika, s.r.o., Praha, CR)

2.3 Chemikalie

o a-glukosidaza ziskana ze stiev Rattus norvegicus — Sigma (St. Louis, MO, USA)
e akarboza — Sigma
e p-nitrofenyl a-D-glukopyranosid (pNPAG) — Sigma
e NaHPO4.2H,0 — Sigma
« NaH:PO4.H,0 — Penta (Praha, CR)
e rozpoustédla
« dimethylsulfoxid (DMSO) — Lach-Ner (Neratovice, CR)
e supercista voda pripravena pomoci pristroje Milli-Q RG (Merck Millipore,
Massachusetts, USA)
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2.4 Testované latky

Testované latky byly zakoupeny od firmy Sigma.

Flavanony

o naringenin
o naringin

o hesperetin
o hesperidin

Flavanoly

o katechin
o epikatechin

Flavanonoly

o taxifolin

Flavony

flavon
5-hydroxyflavon
7-hydroxyflavon
luteolin
baikalein
baikalin

diosmin

chrysin

0O O 0O O O 0O O O

Flavonoly

3-hydroxyflavon
kempferol
kvercetin
hyperosid

rutin
isokvercitrin
morin

myricetin
troxerutin

0O 0O O 0O O o 0O o O
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2.5 Vyuzité pocitacové programy

o Pro spektrofotometrické hodnoceni vzorka byl vyuzit program Hidex Sence
(HIDEX).

« Ke zhodnoceni vysledki pomoci statistické analyzy a vytvoreni orientacnich grafa
byl pouzit Microsoft Excel.

e Pro kone¢né zhodnoceni aktivity zkoumanych latek pomoci zaneseni jejich
inhibi¢nich vysledkt do grafa byl vyuzit program GraphPad Prism 9 (GraphPad
Software, USA).

o K vytvoreni veskerych chemickych struktur jsem v této praci pouzil program
ChemSketch (Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, Ontario, Kanada)

2.6 Metodika

2.6.1 Priprava latek

e Pfiprava roztoku fosfatového pufru o pH 6.9

o

Ptiprava roztoku A: 3,59 Na:HPO4.2H20 bylo rozpusténo ve 100 ml
supercisté vody

Piiprava roztoku B: 2,7 g NaxHPO4.H20 bylo rozpusténo ve 100 ml
supercisté vody

Smiseni roztoku A a roztoku B: pro ptipravu findlniho fosfatového pufru o
pH 6,9 bylo smiseno 24,5 ml roztoku A a 25,5 ml roztoku B. Hodnota pH
byla nasledné ovéfena pH metrem a piipadné upravena NaOH nebo HCl

e Pfiprava roztoku substratu — pNAG

o

Na analytickych vahach bylo navdZeno do oznac¢ené mikrozkumavky
pfiblizné€ 1,8 mg substratu, ktery byl nasledné nafedén pomoci ultracisté vody
na koncentraci 1,25 mM

Vznikld smés se zhomogenizovala pomoci ultrazvukové vany a vortexu

e Pfiprava roztoku enzymu a-glukosidazy

o

o

o

Na analytickych vahach bylo navdZeno potiebné mnozZstvi preparatu
z potkanich jater, ktery je skladovan v pra§kové formé.

Dané mnozstvi bylo v mikrozkumavkach smichano s ultra¢istou vodou, aby
vysledna koncentrace byla 50 mg/ml

Nasledné¢ byly zkumavky vlozeny do centrifugy, kde se odd¢lila pevna slozka
roztoku. Tento proces trval 30 minut pti teploté 4°C a rychlosti 16000 otacek
za minutu.

Nasledné byla pipetou odebrana tekuta slozka, ktera byla dale skladovana pfi
teploté -80°C

e Pfiprava roztoku testovanych latek — flavonoidu
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2.6.2

o Do mikrozkumavky bylo na analytickych vahach navazeno adekvéatni
mnozstvi testované latky
o Navazena latka byla poté nafedéna na pozadovanou koncentraci pomoci
DMSO a zhomogenizovana pomoci vortex mixéru.
o Takto piipraveny roztok o vysoké koncentraci byl nasledné¢ pomoci DMSO
dale fedén nizsi pozadované koncentrace (0,0001 — 10 mM)
Ptiprava roztoku standardu — akarbozy

o Postup piipravy roztoku akarbozy byl stejny jako u testovanych latek.
o Koncentrace tohoto roztoku se ménila kazdé méfeni, a to v rozsahu 0,025
mM az 5 mM.

Metodicky postup experimentu

Do mikrotitra¢ni desti¢ky bylo multikanalovou pipetou napipetovano dané
mnozstvi pufru:

o sloupce 1, 2, 3-165 pl

o sloupec 4 —210 pl
Nasledné bylo do sloupcu 1, 2, 3 napipetovano 50 pl enzymu a-glukosidazy
Ve ¢tvrtém sloupci byly tzv. slepé vzorky. Objemovy rozdil, ktery vznikl kvili
absenci a-glukosidazy byl v ptedchozim kroku pfedem doplnén pufrem.
Do tadkt A-F bylo poté napipetovano 10 pl testované latky, jejiz koncentrace se
postupné snizovala
Do tadku G bylo napipetovano 10 pl akarbozy
Do posledniho fadku bylo napipetovano 10 ul DMSO. Tento fadek slouzil, jako
kontrolni vzorky.
Tésné pred samotnym méfenim, bylo multikanalovou pipetou ptidano 25 pl
substratu pPNAG, ktery odstartoval reakci.
Nasledné byla spektrofotometrem v jednotlivych jamkéch desti¢ky métena
absorbance pii vlnové délce 405 nm.
Graficky model desti¢ky je zobrazen v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Schéma metodického postupu

Sloupec €. 1 | Sloupec¢.2 | Sloupec¢.3 | Sloupec €. 4

Radek A
Radek B
Radek C
Radek D
Radek E
Radek F
Radek G
Radek H

Testovana latka (snizujici se koncentrace)
Akarbosa

DMSO

Ptitomnost a-glukosidazy
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2.7 Vypocty

Data ziskana z programu Hidex Sence byla nasledné zpracovana v programu Microsoft
Excel.

Test inhibice enzymatické aktivity probihal v ¢asovém tseku 6 minut, cozZ minimalizovalo
mozné zkresleni zpiisobené absorbanci testovanych latek. Kinetika enzymatické reakce byla
hodnocena jako linedrni proces. Pomoci linearni regrese byla stanovena smérnice ptimky,
ktera popisuje vztah mezi absorbanci a ¢asem. Na zakladé téchto smérnic bylo podle
Rovnice €. 1 vypocitano procento inhibice enzymu u jednotlivych vzorku.

X[o] = 1 — =5
kK - kKs

Rovnice ¢. 1

X — % inhibované aktivity enzymu

KV — smérnice pro rychlost enzymatické reakce testovaného vzorku stanovend podle zmény
absorbance vzorku v case

kVs — smérnice pro ndriist absorbance daného vzorku bez pritomnosti enzymu (slepy vzorek)
kK — smérnice maximdlini rychlosti enzymatické reakce (enzym + rozpoustédlo)

kKs — smérnice pro nariist absorbance kontrolniho vzorku bez pritomnosti enzymu (slepy

vzorek)

Vysledky jsou prezentovany jako primér + smérodatna odchylka (SD) vypocitana podle
Rovnice €. 2. Inhibi¢ni kfivky byly vytvofeny v programu GraphPad. Pro porovnani
ucinnych latek byly ve stejném programu vytvoreny 95% konfiden¢ni intervaly inhibi¢nich
kiivek.

N2
smérodatna odchylka (SD) = E—((::f))

Rovnice ¢. 2

X — % inhibované aktivity enzymu
X— priumér % inhibované aktivity enzymu z jednotlivych méreni

N — pocet hodnot

21



3 Vysledky

Celkem byl v ramci této prace zhodnocen vliv 24 flavonoidd na potkani a-glukosidazu.
Vysledky byly porovnany se standardnim inhibitorem akarbozou. Pro vétsi prehlednost
aumoznéni nasledné analyzy struktura-uc¢inek jsou vysledky tfazeny podle strukturnich
podskupin flavonoidii.

3.1 Flavanony

-6~ akarbosa
3 narigenin
> 1004 —~ hesperetin
> .
£ 80- -+ hesperidin
g -#- naringin
§ 6()-§
et
m -
g 40
>
N
S 20+
Q
o
: b
‘= r
£ 10

koncentrace flavanonu [pM]

Obrazek 3: Zavislost inhibice enzymatické aktivity na koncentraci flavanonii

Flavanony jsou skupinou pomérné riznorodou v oblasti chemické stavby latek. Znak, ktery
maji vSechny stejny, je pritomnost ketoskupiny v poloze C4 a absence dvojné vazby mezi
uhliky C2 a C3. Dale je podle pfitomnosti cukerné slozky na struktufe délime na tzv.
aglykony a glykosidy. [1] Latky jako hesperetin ¢i naringenin jsou aglykony. To znamena,
Ze nemaji na zdkladni struktufe Zadnou cukernou ¢ast. Oproti tomu hesperidin a naringin
fadime mezi glykosidy, tj. latky s cukernym zbytkem. Z grafu na Obr. 3 vidime, ze flavanony
patii k méné G¢inné skupiné latek. Jejich aktivita ani u nejvyssSich koncentraci nedosahla
vice jak 20% inhibice. Lze tedy uzavfit, Ze Zadny z testovanych flavanonl se nejevi jako
uéinny inhibitor a-glukosidaz. Jejich inhibi¢ni aktivita byla velmi podobna a nema smysl
V tomto pripadé tak ani stanovit vztah mezi strukturou a G¢inkem.
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3.2 Flavanoly a flavanonoly

S

2 100~ -~ akarbosa
> . .
% 80— epikatechin
2 60 e katechin
L 3 o
S 404 m taxifolin
£

N 20-

c

Q

E;_’ 0_¥ .......................... i ....... ! ..... ?%*

% 1 1 1

I= 10 100 400

koncentrace flavanolu [uM]

Obrazek 4: Zavislost inhibice enzymatické aktivity na koncentraci flavanoli a flavanonolii

Struktura flavanolti obsahuje hydroxylovou skupiny v poloze C3, také je charakterizovana
absenci dvojné vazby mezi uhliky C2 a C3 a nepiitomnosti ketoskupiny v poloze C4.
Flavanonoly ptedstavuji skupinu sdilici vlastnosti flavanolt a flavanond, tj. maji kromé OH
skupiny v poloze C3 i ketoskupinu v poloze C4. Pro mou praci se jedna o dvé skupiny
s minimalnim G¢inkem (Obr. 4) VSechny testované latky byly ve formé aglykonu. V piipadé
epikatechinu a katechinu se dokonce jedna o optické izomery. Vzhledem k absenci nebo
minimalnimu u¢inku miizeme pouze odvodit, Ze dané struktury nejsou vhodné pro inhibici
testovaného enzymu.
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3.3 Flavony

-4~ akarbosa
flavon
1007 O 5-hydroxyflavon
80 —— 7-hydroxyflavon

chrysin
-+ Dbaikalein
e Dbaikalin
diosmin

-=- luteolin

inhibice enzymatické aktivity [%]

koncentrace flavonu [puM]

Obrazek 5:Zavislost inhibice enzymatické aktivity na koncentraci flavonii

Prvni skupinou vykazujici vyssi inhibici nez 20 % jsou flavony (Obr. 5). Jejich zékladni
strukturni jednotka je vyjime€na dvojnou vazbou mezi druhym a tfetim uhlikem kruhu
C a ketoskupinou v poloze C4. Z numerického hlediska byl nejlepsi flavonovym inhibitorem
baikalein. Jedna se o aglykon, ktery ma na 3 OH skupiny v polohach C5, C6 a C7. Jeho
glykosid baikalin byl naopak neucinny. Naopak nejjednodussi latka této skupiny flavon,
ktery nema oproti zdkladni struktute flavonli Zadné dalsi substituenty, byl ale schopen
V nejvyssi testované koncentraci dosahnout témét 30 % inhibice. Numericky nejvyssiho
procenta inhibice dosdhl luteolin. Latka, kterd se vyskytuje ve formé aglykonu ma Ctyfi
hydroxylové skupiny v polohach C5, C7, C3* a C4. Zaznamenavame u ni plynuly narist
inhibice, ktery saha az ke 40 % ve vyssich koncentracich. Latky ze skupiny flavont se sice
nedostavaji na inhibi¢ni aktivitu akarbozy, ale jiz se jedna o aktivni skupinu [1]. Vzhledem
k malym rozdilim mezi inhibi¢ni aktivitou, se ale testované flavony jevi ze statistického
hlediska jako stejn¢ ucinné. Vyjimkou je vySe zminény neaktivni baikalin, coz naznacuje,
ze cukerna slozka muize branit v interakci s enzymem.
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3.4 Flavonoly
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Obrazek 6: Zavislost inhibice enzymatické aktivity na koncentraci flavonolii 1 — Kvercetin a jeho glykosidy.

Posledni métfenou skupinou jsou flavonoly. U této skupiny jsem zaznamenal nejveétsi
ucinnost, co se tyce jejich inhibicni aktivity. Jedna se o skupinu, jejichz zékladni struktura
ma na rozdil od zékladniho skeletu flavonoidi dvojnou vazbu mezi C2 a C3, hydroxylovou
skupinu v poloze C3 a ketoskupinu v poloze C4. Jedna se o nejpocetnéjsi skupinu v mém
méfeni, ktera je zaroven velmi rtiznoroda. Zajimavosti je to, ze latky, které se ukazaly jako
nejvice aktivni, jsou jak glykosidy, tak aglykony. Popiraji tim tedy fakt pozorovany mezi
flavonem baikaleinem a jeho aglykonem baikalinem.

Mizeme vidét, Ze konfidencni intervaly hyperosidu, isokvercitrinu a kvercetinu
isokvercitrinu se ¢aste¢né prolinaji, ale jejich aktivita je opét evidentné slabsi nez u akarbozy
(Obr. 6). Hyperosid je glykosid, ktery méa hydroxylové skupiny v pozicich C5, C7, C3*
a C4‘. Isokvercitrin je také glukosid, ktery se od hyperosidu 1isi pouze tim, Ze Ctvrtou
hydroxylovou skupinu ma v poloze C5’ misto C4‘. Kvercetin je na rozdil od nich aglykon
s OH substituenty v polohach C5, C7, C4’ a C5°. Zajimavym nalezem byl vyznamné slabsi
ucinek kvercitrinu V niz§ich koncentracich, ktery se 1i§i od dalSich zde testovanych
glykosidu.
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Obrazek T: Zavislost inhibice enzymatické aktivity na koncentraci flavonolii 2 - aglykony.

Na Obr. 7 jsou z divodu piehlednosti zobrazeny Gcinky flavonolovych aglykont. V tomto
ptipadé jsem nalezl latky, které se ucinnosti blizi akarboze nebo v ptipadé kempferolu se
dokonce jedna i o latku, ktera je ve vysSich koncentracich i ucinnéj$i nez akarbodza.
Kempferol je aglykonem s OH skupinami v polohach C5, C7 a C4* je do koncentrace cca
100 uM neaktivni. V koncentracich mezi 100 a 200 uM jeho aktivita prudce stoupne a jeho
ucinek dosahuje kompletni (100 %) inhibici enzymu. Za zminku jisté stoji i myricetin. Ten
je aglykonem s OH skupinami v polohach C5, C7, C3¢, C4‘ a C5°. Zda se byt velmi dobrym
inhibitorem pfedevs$im v niz§ich koncentracich. Aktivita v nizSich koncentracich s sebou
nese jisté vyhody a to naptiklad pfi ddvkovani 1éku. Diky myricetinu vidime, Ze flavonoidy
jsou schopny dobr¢ inhibice i v nizkych koncentracich. Myricetin byl u€innéjsi nez kvercetin
a morin, které maji o 1 hydroxylovou skupinu na kruhu B mén¢. Ob¢ posledné jmenované
latky maji stejnou ucinnost, neni tedy rozhodujici, zda je k hydroxyskupiné v poloze 4’
druha hydroxyskupina na kruhu B v poloze 2" nebo 3°. Na druhé strané tato druha
hydroxyskupina nebo tfi hydroxyskupiny (myricetin) snizuji uc¢innost, protoze kempferol
s jedinou hydroxyskupinou v poloze 4'na B-kruhu byl nejvice u¢inny. Pfitomnost jen 3-
hydroxylové skupiny je nedostatecna, protoze 3-hydroxyflavon neni v podstaté vibec
ucinny. Navazani hydroxyethylovych skupin na volné hydroxyskupiny se také jevi jako
nevyhodné, protoZe vede k net€innosti (troxerutin).
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3.5 Grafické porovnani ucinnosti flavonoidi

Zde bych blize podivat na strukturni rozdily mezi jednotlivymi flavonoidy. V&tim, ze diky
tomu budu schopen Iépe urcit jaké substituenty jsou pro inhibici a-glukosidazy pozitivni
a které negativni.

Srovnanim vSech strukturnich vlastnosti se ukazalo, ze pro aktivitu je klicova pfitomnost
dvojné vazby v poloze C2-C3. Pritomnost 4-ketoskupiny bude asi také vyznamna. Vliv
samotné 3-hydroxyskupiny nebude pfili§ velky. 3-hydroxyflavon, ktery ma 4-ketoskupinu
I zminénou dvojnou vazbu neni prakticky vibec G¢inny a pii porovnani analogickych
struktur s a bez této hydroxyskupiny (luteolin vs. kvercetin) byla nalezena jen lehce vyssi
inhibice u kvercetinu (Obr.8). Jako optimalni struktura se ukazuje piitomnost jedné
hydroxyskupiny v poloze 4" (kempferol). Isolované hydroxyskupiny na kruhu A nejsou
prilis dulezité, jak je vidét na piikladu chrysinu s 5- a 7-hydroxyskupinami, ktery je jen malo
aktivni. Zajimavé je, ze samotna 7-hydroxyskupina (7-hydroxyflavon) se jevi jako
vyhodnéjsi nez obé zminéné skupiny (porovnani s chrysinem). Soucasnad pfitomnost tii
hydroxyskupin na kruhu A v polohach 5,6,7 je spojena s urcitou aktivitou, coz je potvrzeno
I tim, Ze pokud je hydroxyskupina v poloze 7 zablokovana kyselinou glukuronovou
(baikalin), tak se aktivita ztraci. Zajimavym a z ekonomického hlediska vyhodnym nalezem
jsou vétsinou malé rozdily mezi glykosidy kvercetinu a samotnym kvercetinem. V tomto
pripadé cukerna slozka tedy vétSinou nesnizila ucinek a to je vyhodné, protoze ptirodni
flavonoly se vétSinou vyskytuji jako glykosidy. Na druhé strané je nutno zdtraznit, ze zalezi
i na poloze a povaze cukru, protoze rutin a kvercitrin byly méné u¢inné nez kvercetin a jeho
dva glykosidy hyperosid a isokvercitrin. Pro lepsi pochopeni jsou strukturni rozdily shrnuty
Vv tabulce ¢€.4. Z danych struktur vyplyva, Ze pritomnost rhamndzy snizuje aktivitu.
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Obrazek 8: Porovnani kvercetinu a luteolinu
Tabulka 4: Strukturni rozdily mezi testovanymi glykosidy kvercetinu

Nazev latky Substituent v poloze 3

Kvercetin -OH

Kverecitrin -O-ramnosid

Isokvercitrin -O-glukosid

Hyperosid -O-galaktosid

rutin -O-rutinosid*

*rutinosid je sloZzen ze rhamnozy a glukozy
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Nyni bych se chtél zaméfit na porovnani struktur flavonoidll a zaroven uvést srozumitelny
ptehled idealnich struktur pro nejvyssi miru inhibice. Na obrazku 9. jsou ukazany jednotlivé
latky. Jedna se piredevsim o skupinu flavonold, protoze u nich byla zjisténa nejlepsi inhibice.
V prvni ¢asti obrazku jsou srovnané flavonoly zleva doprava, podle stoupajici miry inhibice.
Pod nimi jsou zobrazeny dalsi dva flavonoly, pficemz to, ze jsou dv¢ latky nad sebou znaci
stejné inhibi¢ni schopnosti a Sipka vzdy sméfuje od horsiho inhibitoru k lepSimu. V dolni
¢asti obrazku jsou jesté uvedeny struktury glykosidii, pro doloZeni, ze dobrymi inhibitory
nejsou pouze aglykony. Sipka opét sméfuje od horsiho inhibitoru k lepsimu a od hyperosidu
je ukdzano, kam se zhruba nejlepsi glykosid fadi mezi aglykonové inhibitory. Zaroven jsou
na flavonoidech barevné vyznacené struktury, které podporuji ¢i zhorSuji inhibi¢ni
schopnosti. Bylo vypozorovéno, Ze zelen¢ vyznacené struktury jsou predpokladem dobrych
inhibitorti, zatimco oranzové na dobrou inhibici nemaji zasadni vliv. Cervenou jsou
oznaceny skupiny, které inhibi¢ni schopnosti u latek snizuji.

Luteolin ——  Kvercetin ——3m Myricetin e Akarbdza — Kempferol

" ||
H
Ho.
" GHy O " on o
P b 34 ‘ |
H Ho¥ e "o
o o C
-

Mené ucinné flavonoloveé glykosidy Vice uginné flavonolové glykosidy

Rutin

Kvercitrin Hyperosid Isokvercitrin

Obrazek 9: Srovnani struktur flavonoidii podle ucinnosti.
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4 Diskuze

V této casti prace bych chtél shrnout piinosy a vysledky provedeného vyzkumu. Tyto
vysledky zaroven porovnam s poznatky zjisténymi v jinych studiich a poukdzu na to v cem
se ma prace lisila ¢i shodovala.

Enzym o-glukosidaza je soucasti enzymového komplexu, ktery rozklada v naSem travicim
traktu polysacharidy. o-glukosidaza je piedev§im zodpovédna za hydrolytické $tépeni
termindlnich, neredukujicich zbytkd a-D-glukdzy. Na rozdil od poly- nebo oligosacharidd,
se D-glukéza prechazi stievni sliznici a dostava se tak do krevniho fecisté. Tento enzym je
vhodnym terapeutickym cilem, protoze pokud se bude uvoliiovat méné D-gluko6zy, nebo se
bude uvolilovat pomaleji, tak dojde k niz§imu nardstu postprandialni glykémie. [33]

Nartst postprandialni glykémie je jedna z komplikaci pro pacienty, ktefi trpi onemocnéni
diabetes mellitus. Z tohoto divody se zacala vyvijet 1é¢iva snizujici postprandialni glykémii.
Jednim z vhodnych cila je pravé inhibice o- glukosidazy. Kdyz dojde k inhibici aktivity
tohoto enzymu, tak se zaroven snizi potieba organismu snizovat glykémii, a tim dojde ke
sniZzeni zatéze na B-buniky ve slinivce, které jsou za sekreci inzulinu zodpovédné. To je
u diabetikl velka vyhoda, protoze u témeft vSech typtit DM je sekrece inzulinu problémem.
Momentalné jsou klinicky pouzivéna celosvétové pouze tfi 1é¢iva, piemz v Cesku se
pouziva pouze akarboza. U pacientii neni ale pfili§ oblibena, mj. kvuli fadé nezadoucich
ucinki. [1, 34, 35]

Mezi latky schopné inhibovat o-glukosidazu se fadi i flavonoidy. Tyto polyfenolické latky
se vyskytuji v mnoha slozkach nasi stravy (ovoce, ofechy, obiloviny a vyrobky z nich). Jsou
Casto pouzivany jako dopliiky stravy nejen pro své antioxidacni schopnosti a své misto maji
i v ¢inské medicing. Kvili jejich moZznému Sirokému vyuziti se potad vice stavaji predmétem
zkoumani védcu z celého svéta. [35, 36]

Ma prace se zabyva vyzkumem 24 flavonoidil a sleduje jejich schopnost inhibovat enzym
a-glukosidazu. Pro snazsi interpretaci vysledkd jsem si zaroven flavonoidy rozdé€lil do péti
podskupin, podle toho, jakou méli spolecnou zékladni jednotku. Bylo zjisténo, ze pouze dve
skupiny (flavony a flavonoly) byly schopny inhibovat enzym v biologicky relevantni mife.
Z téchto dvou skupin se poté ukazala skupina flavonold jako ta aktivnéjsi. Z ni jsou také
Ctyfti latky, které se ukdzaly byt srovnatelnymi nebo lepSimi inhibitory nez 1é€ivo akarbdza.
Tyto latky jsou hyperosid, kvercetin, myricetin a kempferol. [36]

Nejlepsim inhibitorem se pii spektrofotometrickém meéfeni Urovné inhibice ukazal
kempferol. Ten jako jediny svou inhibi¢ni aktivitou pted¢il akarbozu. I kdyz je jeho
maximalni inhibice zajimava a pfi koncentraci 200 uM dosahoval kompletni inhibice
enzymu (Obr. €. 7.), je potieba se zaméfit i na kiivku jeho aktivity. Je vidét, ze do koncetrace
100 puM neinhibuje kempferol a-glukosidazu viibec a az pti vyssich koncentracich je
zaznamenam vyznamny skok. Pfi nizkych koncentracich se vSak lep$imi inhibitory ukazuji
vSechny tfi vySe zminéné latky. [35, 36]
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Druhym neju¢innéjsim flavonolem je hyperosid. Tento glykosid sice nepfekonava akarbozu,
ale ve od koncentraci 200 uM se jeho konfidenéni intervaly jiz piekryvaji s akarbozou. Od
kemferolu se jeho inhibi¢ni kiivka 1isi pfedevSim tim, ze hyperosid za¢ina inhibovat uz pii
niz8ich koncentracich. Na Obrazku ¢. 9. muzeme vidét, Ze pii koncentraci 100uM dosahuje
cca 18% inhibice.

Podobny typ inhibice jako hyperosid vykazuje i kvercetin. Ten zacina inhibovat enzym jiz
pii nizkych koncentracich, a i pfesto, ze jeho inhibi¢ni aktivita stoupa mirnéji nez
u kemferolu a hyperosidu se tato latka nakonec dostane také na hodnoty inhibice, které se
prekryvaji s akarbozou. Posledni vyznamnéji ti€innou latkou je myricetin. U ného je sice
nejvyssi zaznamenana mira inhibice cca 50%, ale jedna se o nejlépe inhibujici latku pii
nizkych koncentracich. Tato schopnost inhibice pii nizkych koncentracich déla z myricetinu
velmi zajimavou latku, i kdyz dosahu maximalné 55% inhibice a-glukosidazy.

V ptedchozi kapitole a na Obrazku ¢. 9. jsem porovnaval flavonoidy podle miry jejich
inhibice v zavislosti na jejich struktute. Zavéry, které z pozorovani vyplyvaji bych chtél nyni
popsat. Co se tyce negativnich struktur flavonoidd, tak se da fici, Ze absence dvojné vazby
v poloze C2-C3 vyznamné snizuje inhibi¢ni u¢inky flavonoidu. Témét vSechny latky ze
skupin flavanoni, flavanold, flavanonolt a flavont nevykazovaly vyraznou miru inhibice.
Pro latky z a¢inné skupiny flavonoli dale plati, Ze za vylozené negativni by se daly
povazovat pouze glykosidové substituenty ve vét§im postu jako to je u rutinu (Obr. ¢. 9).

Dale bylo vyhodnoceno, Ze i kdyZz hydroxylace kruhit A a C miZze byt pozitivni, jako
u kempferolu, zalezi hodn¢ na dal$ich substituentech. Napiiklad u aglykont bylo zjisténo,
ze hydroxylace kruhu A v polohach C5 a C7 neni vyrazné pozitivni, pokud maji aglykony
zaroven vysoky pocet OH skupin na kruhu B. Co se tyce prave kruhu B, tak na ném byla 3-
hydroxyskupina vyhodnocena spise jako negativni na zaklad€ porovnani 3-hydroxyflavonu
s dalsimi flavonoly. 3-hydroxyflavon totiz neni prakticky vibec uéinny a pii porovnani
analogickych struktur s a bez této hydroxyskupiny (luteolin vs. kvercetin) nebyla naméten
Zadny vyrazny rozdil.

Nyni bych se chtél presunout ke hodnoceni positivnich substituentti. Jak jsem jiz zminoval,
tak dvojna vazba v poloze C2 a C3 je nezbytnou pro dobré inhibi¢ni schopnosti flavonoidu.
Dale bylo zjisténo, ze velmi vyhodnym substituentem je ketoskupina v poloze C4. Co se
tyce hydroxylovych skupin, tak jedina, ktera byla vyhodnocena, jako vylozené pozitivni je
v poloze C4’. Ostatni OH skupiny, jako naptiklad C5 a C7 se ukazuji jako pozitivni pouze,
pokud ma latka na své struktuie zaroven glykosyl nebo vyjimeéné u kempferolu, ktery je
aglykon.

Pfi hodnoceni vysledkti nemohu vsak vynechat ani glykosidy. Miry inhibice, které u nich
byly naméteny totiz ukazuji, ze substituent, jako glykosyl v poloze C3, viibec nedeterminuje
latku jako Spatné inhibujici. Prave flavonoly, jako hyperosid a izokvercitrin ukazuji, ze latky
mohou byt dobrymi inhibitory i jako glykosidy. Zaroven bylo zjisténo, ze v kombinaci
s glykosylovym substituentem na C3 mohou byt brany néjaké hydroxylové skupiny, jako
pozitivni (naptiklad 5-hydroxyl).
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Vsechny vySe zminéné poznatky o vlivu substituenti na miru inhibice flavonoida jsou
shrnuty v Obrazku 10.

Obrazek 10: Vyznaceni substituentit na molekule flavonoidu. (zelend znaci inhibicné vyhodné, oranzova méné
vyhodné a ¢ervend nevyhodné substituenty)

Nekteré z mych vysledkii podporuji i jiné prace zaméiujici se na vyzkum inhibi¢niho
potencidlu flavonoidii. Michaela KaSparkova ve své diplomové praci zminuje, Ze
ketoskupina na uhliku C4 a dvojnd vazba mezi uhliky C2 a C3 inhibi¢ni potencial
prokazatelné zvySuji. Ve své praci zaroven ukazuje pozitivni vliv hydroxylace v riznych
polohach. Jmenovité v ni zmitiuje OH skupiny v polohach C3, CS5, C7, C8, C3’a C4’. Po
otestovani témef stejnych latek jako slecna Kasparkova v§ak musim konstatovat, Ze se nase
vysledky shoduji pouze co se tyce pozitivniho vlivu C4’ skupiny. Hydroxylace v jinych
polohach podle mych vysledkt nepfinasi flavonoidiim nijak vyznamné inhibi¢ni schopnosti
au OH skupinv poloze C3, C8 a C3’ se muze jednat o substituenty negativni. Tyto odliSnosti
ve vysledcich byly pravdépodobné zpisobeny rozdilnosti pouzitého enzymu o-glukosidazy.
Prace sle¢ny Kasparkové studovala vliv flavonoidii na kvasinkovou a-glukosidazu, zatimco
ma sledovala glukosidazu sav¢i, ktera je blize té lidské. Mezi dalsi rozdilnosti vysledki patii
naptiklad glykosylace flavonoidi. Po testech in vitro se savéi glukosidazou bylo zjisténo, ze
glykosylace v poloze C3 neni negativnim faktorem pro inhibici flavonoidt. Latky, jako
hyperosid ¢i isokvercitrin dokazuji, Ze velmi dobrymi inhibitory mohou byt i glykosidy,
které prace Michaely KaSparkové fadi mezi inhibi¢né neaktivni. [1]
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Prace autord Zhu, Chen, Zhang a Huang, ktera byla publikovana v ¢asopise Food Science
and Nutrition, také podporuje ma zjisténi. Tato prace se zabyva predev§im popsanim

inhibi¢nich efektti flavonoidii na enzymy o- glukosidazu a a-amyldzu. Po otestovani Siroké
Skaly flavonoidii dochéazi ke zjisténi, Ze na kvasinkové a-glukosidaze se velka fada
flavonoidi jevi jako lepsi inhibitory nez vySe zminéna akarbdza. Ve své praci dochdzeji ke
zjisténi, ze dvojna vazba v poloze C2=C3, ketoskupina v poloze C4 a hydroxylace kruhu B,
jsou klicové pro dobrou inhibici. I kdyz byl tento vyzkum provadén na kvasinkové a-
glukosidaze, jedna se o cenné potvrzeni mych vysledku. [37]

| dalsi prace vydana védci z univerzity Monasch v Melbourne podporuje mé vysledky. Prace
sepsana skupinou Barber, Houghton a Wiliams uvedena v prestiznim ¢asopise Foods
posouva z naSe znalosti o inhibi¢nich vlastnostech flavonoidii na vysokou troven tim, zZe pii

vyzkumu pouziva lidskou a-glukosidazu. Mezi latkami, které prace sledovala se objevily
napftiklad kvercetin a kempferol, coz jsou latky, které jsem ija identifikoval jako velmi dobré
inhibitory. Vysledky této prace ukazuji na to, ze vlivy flavonoidii na a-glukosidazu se velmi
ruzni podle toho, z jakého organismu je enzym pouzit. Autofi v ni zmiiuji, ze 1 kdyz velké
mnozstvi flavonoidli vychazi jako lepSi inhibitory nez akarbéza na kvasinkové
a- glukosidaze, tento pocet se snizuje, pokud testujeme savei enzym, a jesté vice se snizi
u lidského enzymu. Nicméné, co se tyce zavislosti aktivity flavonoidil na jejich struktufe,
vyzkumny tym ukazuje podobny trend, ktery je zminén v mé praci. A to, ze flavonoidy
s ptitomnou dvojnou vazbou C2=C3 a ketoskupinou C4 jsou vyrazné lep$imi inhibitory nez
ty flavonoidy, které t€émito atributy nedisponuji. [38]

V mé i1 vSech zminénych pracich bylo zjiSténo, ze flavonoidy diky své dobré inhibi¢ni
aktivité mizeme povazovat za potencidlni 1éCiva pro pacienty s diabetem mellitem. Dalsi
vyhodou pro diabetiky by mohlo byt to, Ze flavonoidy maji kromé inhibi¢nich schopnosti
fadu dalSich, pro té€lo prospésnych vlastnosti. Jedna se o antioxidanty a kardioprotektivni
latky, coz znich dela jesté lepsi doplikové 1éCivo pro pacienty trpici DM. V otdzce
flavonoidu jakoZzto inhibitor a-glukosidazy je jisté potieba dal§iho vyzkumu, ktery by
rozsifil nase dosavadni znalosti. VE&fim vSak, Ze tato prace ukazala, Ze studovat flavonoidy,
jako potencialni 1é¢iva na DM ma smysl.
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Zavér

V této praci jsem sledoval inhibi¢ni aktivitu latek flavonoidii a jejich potencial stat se
novymi antidiabetiky fungujici na principu inhibice enzymu a-glukosidazy. Po otestovani
dvaceti &étyf flavonoidd mohu konstatovat tyto vysledky. Ctyti latky se v danych
koncentracich blizily svou inhibi¢ni schopnosti klinicky uzivanému 1é¢ivu akarbdze. Tyto

flavonoidy jsou hyperosid, kvercetin, isokvercitrin a myricetin. Flavonoid kempferol
prokazal dokonce vys$i inhibiéni schopnosti nez akarbdza a to az 100 %.

Po analyze struktur flavonoidii jsem diky ziskanym vysledkim schopen urcit strukturni
slozky, které maji na inhibi¢ni schopnosti flavonoidii vliv. Ukdazalo se, ze nejlepSimi
inhibitory byla skupina flavonolt. VSechny flavonoly na své zékladni struktufe maji
ketoskupinu v poloze C4, dvojnou vazbu mezi C2 a C3 a hydroxylovou skupinu v poloze
C3. Tyto substituce, s vyjimkou té posledni, se ukazaly jako vhodné pro inhibici enzymu.
V ramci flavonoll se potom jako velmi G¢inné ukdzala ptitomnost hydroxylovych skupin,
ato vpolohdch C5, C7, a ptedevSim v poloze C4°‘. Absence vSech zminénych skupin
a substituentll se ukazala neucinnd, coz dokazuji latky ze skupin flavanont, flavanolii
a flavanonolt.

Zavérem bych chtél fici, Zze se mi povedlo naplnit stanovené cile. Latky, které jsem zkoumal
ukézaly slibné vysledky a potvrdily predpoklady. Zaroven se mi povedlo podpofit vysledky
praci, které pracovaly s kvasinkovou glukosid4dzou a tim i posunout vyzkum zabyvajici se
uplatnénim flavonoidi jako novych antidiabetik.
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