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ABSTRACT

Flavonoids have received considerable attention because of their beneficial effects as
antioxidants in the prevention of human diseases such as cancer. Several mechanisms by
which flavonoids play an important role in cytotoxicity have been identified. Facts mentioned
above and increasing content of flavonoids in the environment demonstrate the necessity of
taking into account study of their influence on organisms. Here, we fed sewer rats by
quercetin (0, 0.1, 0.25 and 0.5 g per kg of feed) for five days. The intake of the food and the
samples of urine and excrements were observed and collected daily. At the very beginning
and end of the experiment, the blood was collected. The biochemical parameters (AST, ALT,
GMT), level of metallothionein and quercetin concentration were determined in blood.
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ABSTRAKT

Flavonoidim je ptikladdn znacny vyznam, nebot’ jejich antioxida¢ni aktivita plisobi ptizniveé
v prevenci lidskych chorob jako jsou nadorovd onemocnéni. Byly popsany nékteré
mechanismy, ve kterych hraji flafovoidy dtlezitou roli v prevenci cytotoxicity. VySe uvedena
fakta a rostouci obsah flavonoidl v zivotnim prostfedi vysvétluje nutnost studia jejich vlivu
na organismus. V pribéhu naSeho experimentu byl pokusnym potkanim po dobu 5 dni
pfidavan do krmiva quercetin, ktery patfi k nejvice rozSifenym flavonoidiim, o rtznych
koncentracich (0, 0,1, 0,25 a 0,5 g / kg krmiva). Pfijem potravy byl sledovan kazdy den.
Kazdy den jsme ziskavali vzorky moci a exkrementii. Pfred zapocetim a po ukonceni
experimentu byly potkanim odebrany vzorky krve. Z krve byly zjistény hodnoty rtznych
biochemickych parametri (AST, ALT, GMT), obsah metalothioneinu a quercetinu.
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UvVOD

Flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou heterocyklickych sekundérnich rostlinnych
metabolitl. V soucasné dob¢ je znamo vice nez 4000 flavonoidnich latek a stale se nachazeji
dalsi slou€eniny. Jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouc¢eniny flavanu. Biochemicka
aktivita flavonoida ¢i jejich metabolitd zavisi na chemické struktufe a relativni orientaci
kruhti v této molekule[1], ale samoziejm¢e také na substitucich na této molekule. Substituce
zahrnuji hydroxylace, hydrogenace, metylace, malonylace, sulfatace a glykosylace[2,3].

Krom¢ ptirozeného piisobeni flavonoidl v rostlindch, kde se ucastni mnoha diilezitych
procesl, jako jsou napiiklad vyvoj a zrani pylu[4] ¢i ochrana rostlin pfed nadmérnym
mnozstvim UV zafeni[5], je vzhledem ke ¢lovéku a zvifatim zminovana fada pozitivnich, ale
také negativnich uCinkti. Nejcastéji je uvazovédna jejich antioxidacni aktivita, ktera se
projevuje mimo jiné napiiklad schopnosti ,,zhaSet” reaktivni kyslikové radikaly nebo
ochranou LDL lipidovych frakci pfed oxida¢ni modifikaci[6,7]. Dale maji fadu dalSich
fyziologicky dulezitych vlastnosti: protisrazlivé ptlisobeni[8], antiestrogenni ucCinky[9],
skotice[11], spasmolytické plisobeni n¢kterych flavonoidi[12]. Na druhou stranu vSak existuji
vedcei, ktefi jsou presvédceni o karcinogennim ptlisobeni nékterych flavonoida[13]. Nelze se
tedy divat na tuto skupinu jako na celek a vSechny flavonoidy povazovat za prospésné.

Quercetin je jednim z nejlépe prozkoumanych flavonoidi. Neni to proto, Ze by byl tak
vyznamné rozsifen, jako aglykon se v rostlinné tisi vyskytuje méné Casto. Ale je zakladem
dalSich glykosidli rutinu a quercitrinu, a vzhledem k tomu, ze béhem upravy rostlin pii
piipravé potravin ¢i pii podminkach panujicich v travicim traktu dochazi k zvySovani
koncentrace aglykont na ukor glykosidu, je jeho vyznam nesporny. Navic se prokazalo, ze
ma vyborné antioxidacni vlastnosti, spasmolyticky u¢inek ¢i miize piisobit protinddorove[14].
Na druhou stranu pfijimani vysokych farmakologickych davek quercetinu v mnozstvi 2%
z celkového mnozstvi pfijaté stravy zpusobovalo u potkanti zhoubné novotvary mocového
meéchyte[15]. Cilem pokusu bylo zjistit, na kolik ovliviiuje pfijem nizkych davek quercetinu
(0,1 0,25 a 0,5 g / kg krmné davky) biochemické ukazatele krevniho séra potkanti, jako jsou
aktivita enzymu aspartitaminotransferazy (AST), alaninaminotransferazy (ALT) a
gamaglutamiltransferdzy (GGT), dale pak aktivitu enzymu laktatdehydrogendzy (LDH),
koncentrace vapniku (Ca), koncentraci celkového cholesterolu (T-CHO), mnozstvi kreatininu
(CRE), albuminu (Alb) a celkového proteinu (T-PRO).

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

NaH,POy,, uhlikovy praSek a mineralni olej byly dodany firmou Sigma Aldrich Corp.
(USA). Na,HPO4 byla dodana firmou Merck, Darmstadt (Ger.). Quercetin dihydrat byl dodan
firmou Fluka chemie AG (USA). Standardni roztoky quercetinu byly pfipraveny pomoci
metanolu a skladovany ve tmé pii 4 °C.



PH stanoveni

Hodnota pH byla naméfena pomoci piistroje WTW inoLab Level 3 (Weilheim,
Némecko), ktery byl fizen osobnim pocitacem a programem (MultiLab Pilot; Weilheim,
Germany). pH-elektroda (SenTix- H, pH 0-14/3M KCl) byla pravidelné kalibrovana
soupravou WTW pufrti (Weilheim, Némecko).

Biologicky experiment

Modelovy pokus se provadi v experimentalnich zafizenich Ustavu vyzivy zvifat a
picninaistvi AF MZLU v Brn¢. Podminky zafizeni jsou v souladu s metodikou dle ,,Zakona
na ochranu zvifat proti tyrani* ¢. 246/1992 Sb. Z faktord ptisobicich na pokusna zvitata jsou
limitovany ptfedevsim teplota (v rozmezi 23°C + 1°C ), fotoperioda, ktera je fizena uméle (dle
schématu 12 hod. den : 12 hod. noc o max. intenzit¢ 200 Ix. ) a stala vlhkost vzduchu o
hladin€ 60%. Z podminek chemickych to je obsah CO, ve stajovém vzduchu — max. 0,25 %,
NH; max. - 0,0025%. Jako experimentalni model pro ristovy pokus i bilan¢ni pokus jsou
pouzivani rostouci samci laboratorniho potkana outbredniho kmene Wistar albino
z konvenéniho chovu LF Masarykovy univerzity v Brné, jejichz anatomické a fyziologické
parametry jsou velmi blizké ¢lovéku a monogastrickym zvitfatim.

Potkani byli individudlné ustdjeni v bilan¢nich klecich. Prvni den po naskladnéni byli
ponechadni o hladu, aby byl zajistén pfijem krmné smeési ithned po 1. nakrmeni. Prvni den
pokusu byla zvifatim podana krmna smés (0.1, 0.25 a 0.5 g quercetinu / kg krmné davky) a
po dvou hodinach odebrana krev. V priabéhu celého pokusu byli jednou denné krmeni
pokusnou krmnou smési a napajeni nezavadnou pitnou vodou ad libitum. Denné byl sledovan
piijem krmné smési a mnozstvi vyprodukovanych vykalt. Denné byly odebirany vzorky moci
a vykalti. Na konci pokusu byla opét odebrana krev, nasledné byli potkani usmrceni etherem a
byla provedena pitva, pfi které byly odebrany vzorky k analyzdm. Jmenovité se jednalo o tyto
organy — mocovy méchyft, ledviny, tenké sttevo (prvni sek stieva za dvanactnikem) a jatra.

Elektrochemické stanoveni quercetinu

Square—wave voltametrie byla provadéna pomoci elektrochemického analyzatoru
AUTOLAB (EcoChemie, Nizozemi) v zapojeni s tfielektrodovou celou VA-Stand 663
(Metrohm, Switzerland). Byla pouzita pracovni uhlikovd pastova elektroda, referentni
(Ag/AgCl, 3 M KCl) elektroda, a jako pomocna elektroda byla pouzita uhlikova tycka.
Ziskana data byla upravena matematickou korekci podle algoritmli navrzenych Savitzkym a
Golayem implementovanych do GPES softwaru (EcoChemie). Experimenty byly provadény
pfi laboratorni teploté. Méfeni bylo provadéno v potencidlovém rozsahu od —0,1 V do 1,2
V s témito parametry: potencidlovy krok 1,95 mV, pulzni amplituda 49,85 mV. Jako zékladni
elektrolyt jsme pouzili fosfatovy pufr o pH = 7,0.

Uhlikova pasta (asi 0,5 g) byla vyrobena z uhlikového praSku a mineralniho oleje (bez
DNéz, RNaz, a protedz). Pomér uhlikového prasku a minerdlniho oleje byl 70/30 (m/m).
Pasta byla vlozena do teflonového téla elektrody s primérem plochy elektrody 2,5 mm. Pied



kazdym meéfenim byl povrch elektrody vzdy obnoven, tedy ocistén od necistot pomoci
filtra¢niho papiru.

VYSLEDKY A DISKUZE

Nejdiive jsme se vnaSich experimentech zaméfili na optimalizaci stanoveni
quercetinu pomoci square wave voltammetrie. Za nejvhodnéjSich podminek jsme ziskali
signal zobrazeny na Obr. 1. Z obrazku je jasné patrné, ze elektrochemické chovani studované
latky je slozité. Poskytuje tii signaly, které pravdépodobné souviseji se substitucemi
heterocyklu flavanu. Detek¢ni limit byl okolo 1 nM.

Obr. 1 Typicky SW voltamogram quercetinu.
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Obr. 2 Vliv celkového pfijmu quercetinu na hmotnost potkana.
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Po optimalizaci vhodné detekéni metody jsme pokracovali studium vlivu vybraného
flavonoidu na potkany. Potkanim byla podavana krmna smés obsahujici 0.1, 0.25 a 0.5 g
quercetinu na kg krmné davky, pfi¢emz na zacatku a na konci experimentu byla odebrana
krev, kterd byla nasledné analyzovéna. Krom¢ zakladnich biochemickych parametrti jako
hladiny ALT a AST, jsme se také zaméfili na detekci metalothioneinu. Z vysledkt vyplyva,
ze davky quercetinu vyrazné¢ ovliviiovaly hladiny studovanych enzymi a proteinti. Kromé
toho jsme se také zaméfili na pozorovani piijmu potravy a s tim spjaté vahy potkant (Obr. 2).
Zde jsme ziskali velmi zajimavy vysledek, ze se vzrustajici davkou quercetinu klesala
hmotnost zvifete.

ZAVER
Studium vlivu nutraceutik na zivociSné organismy je v dne$ni dobé velmi dilezité.

V této praci jsme ukazali komplexni pohled na vliv jednoho z flavonoidl, quercetinu, na
potkany.
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