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1. UVOD



1.1. CITOKROM P450 | METABOLIZAM LIJEKOVA

Hrana je izvor energije i gradevnih jedinica (ugljikohidrata, masti, bjelancevina) te
nutrijenata neophodnih za normalno funkcioniranje organizma (vitamini i minerali). Prehranom
se uz neophodne sastavnice unosi i niz tvari stranih organizmu — ksenobiotika (gr¢. xenos —
stran, bios — zivot). Evolucijski se razvio ¢itav niz enzimskih sustava kojima je cilj te strane
tvari prevesti (metabolizirati) u vodotopljiv oblik pogodan za izlu¢ivanje. Dominantni enzimi
u metabolizmu ksenobiotika, a time i lijekova, su citokromi P450. Udio citokroma P450 u
ukupnom metabolizmu lijekova je 74%, nakon cega slijede uridin-difosfat-glukuronozil
transferaze (UGT) s 15% (Guengerich, 2015). P450 enzimi su najznacajniji enzimi u reakcijama
| faze (oksidacije i redukcije), a UGT enzimi u reakcijama Il faze (konjugacije). Visokom udjelu
tih enzima u ukupnom metabolizmu pridonosi smjestaj na membranama endoplazmatskog
retikuluma pa tako produkt citokroma P450 postaje supstrat UGT-a.

Iz godine u godinu rastu spoznaje o metabolizmu, pa se tako i brojke o udjelu pojedinih
enzima u ukupnom metabolizmu mijenjaju. Rendi¢ i Guengerich su u nedavnoj studiji
metaboli¢kih reakcija ksenobiotika zakljuéili da citokromi P450 sudjeluju u 95% reakcija
oksidacija i redukcija (slika 1.). Zanimljivo je da se udio CYP3A potporodice smanjio (s 46%
na 24%), no i dalje P450 3A4 ostaje najznacajniji P450 enzim s udjelom od 20% (Rendi¢ i
Guengerich, 2015).
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Slika 1. Udio citokroma P450 u reakcijama oksidacija i redukcija, temeljen na broju reakcija koje kataliziraju
pojedini enzimi (Skracenice: P450 — citokrom P450, AKR — aldo-keto reduktaze, FMO — flavinmonooksigenaze,

MAO — monoaminoksidaze) (Rendi¢ i Guengerich, 2015).



1.1.1. P450 1A2

Enzim P450 1A2 eksprimiran je primarno u jetri s udjelom od 6-12% i visokom
varijabilnos¢u do 40 puta. Lista supstrata je ekstenzivna te ukljucuje klozapin, ciklobenzaprin,
duloksetin, fluvoksamin, haloperidol, imipramin, meksiletin, nabumeton, naproksen,
olanzapin, riluzol, takrin, teofilin, tizanidin, triamteren, zileuton, zolmitriptan. Najcesce
primjenjivani marker supstrati su kofein koji se N3-demetilacijom prevodi u paraksantin i
fenacetin koji O-deetilacijom prelazi u aktivni oblik paracetamol (slika 2.). Endogeni supstrati
ovog enzima su 17a-estradiol i estron koji su podlozni hidroksilaciji na polozaju 2. P450 1A2
je ukljucen 1 u bioaktivaciju kancerogena kao §to je aristolohi¢na kiselina, ¢ija se bioaktivacija
povezuje s nefropatijama i urotelijalnim karcinomom (Stiborova i sur., 2012).

Lijekovi inhibitori P450 1A2 obuhvaéaju, izmedu ostalih, cimetidin, fluorokinolone,

fluvoksamin i tiklopidin. U in vitro modelima se koriste i inhibitori furafilin te [-naftoflavon.
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Slika 2. Odabrane reakcije P450 1A2: O-deetilacija fenacetina, N3-demetilacija kofeina i 2-hidroksilacija

estradiola.

Pusenje inducira ekspresiju P450 1A2. Pojacana ekspresija ovog enzima povezuje se s
povecanim rizikom raka debelog crijeva, no pojaCana ekspresija P450 1A2 pracena je i1
povecanom aktivnos¢u N-acetiltransferaze (Lang i sur., 1994). Primjer povezanosti aktivnosti
s toksi¢nos¢éu predstavlja fenacetin. Ukoliko je aktivnost P450 1A2 smanjena, reakcija
deacetilacije postaje dominantna §to rezultira nastankom kinonimina koji se povezuju s

pojavom methemoglobinemije (Fischbach i Lenk, 1985).



1.1.2. P450 2A6

Citokrom P450 2A6 eksprimiran je u jetri i podlozan je visokoj varijabilnosti udjela u
ukupnoj ekspresiji P450 (do 13%) (Zhao i sur., 2012). Ovaj je enzim uklju¢en u oksidaciju
nikotina; prevodi nikotin u kotinin te katalizira hidroksilaciju nikotina na polozaju 2’ (slika 3.)
(Rendi¢ i Medié¢-Sari¢, 2013). U osoba sa smanjenom aktivno$éu P450 2A6 smanjen je
metabolizam nikotina pa postoji manji rizik od nastanka karcinoma (Pianezza i sur., 1998).

Marker reakcija ovog enzima je hidroksilacija kumarina na polozaju 7 (slika 3.), a
primjenjuje se i u in vivo dijagnostici (Rautio i sur., 1992). P450 2A6 prevodi paraksantin
(glavni metabolit kofeina nastao djelovanjem P450 1A2) u 1,7-dimetilmokra¢nu kiselinu te
aktivira tegafur u 5-fluorouracil (slika 3.). Pilokarpin, bilirubin i metronidazol takoder
predstavljaju supstrate P450 2AG6.

Prirodni spojevi 8-metoksipsoralen i mentofuran te tuberkulostatik izonijazid su o
metabolizmu ovisni inaktivatori P450 2A6. Od prirodnih spojeva znacajan broj flavonoida
inhibira P450 2A6.

Toksi¢nost halotana povezuje se s nastankom slobodnih radikala djelovanjem P450 2A6
Sto za posljedicu ima peroksidaciju lipida (Minoda i Kharasch, 2001). Ovaj je enzim takoder
ukljuéen u bioaktivaciju policiklickih aromatskih ugljikovodika i arilamina (Shimada i sur.,
2013).
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Slika 3. Neke reakcije citokroma P450 2A6: hidroksilacija kumarina, oksidacija nikotina i dealkilacija 5-

fluorouracila.



1.1.3. P450 2B6

Citokrom P450 2B6 eksprimiran je u jetri, a manjim dijelom i u plu¢ima (Hukkanen i
sur., 2002). Supstrati ukljucuju artemizinin (slika 4.), bupropion, ciklofosfamid, efavirenz,
ifosfamid i metadon, s tim da bupropion predstavlja marker supstrat in vitro, a efavirenz in vivo
(Ward i sur., 2003; Gerin i sur., 2013).
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Slika 4. Produkti biotransformacije artemizinina katalitickim djelovanjem P450 2B6.

17a-etinilestradiol je ireverzibilni inhibitor koji se veze za apoprotein P450 2A6, a
duloksetin je reverzibilni i vremenski ovisan inhibitor P450 2A6 (Kent i sur., 2008; Chan i sur.,
2011). Lista ostalih inhibitora je takoder znacajna, a ukljucuje: tiotepu, tiklopidin, klopidogrel,
metadon, sibutramin, ritonavir i sok grejpa. Fenobarbiton, fenitoin i rifampin induciraju
ekspresiju P450 2B6.

1.1.4. P450 2C8

Potporodica 2C intenzivno se proucavala i dozivjela je niz revizija, da bi se utvrdilo
postojanje 4 enzima u ljudi: 2C8, 2C9, 2C18 i 2C19. P450 2C8 je izoliran iz jetre, ali je prisutan
I U bubrezima. lako se smatra da je smjesten na endoplazmatskom retikulumu, znac¢ajan dio se
nalazi i u mitohondrijima. U ukupnom metabolizmu ne sudjeluje kao P450 2C9 i 2C19,
medutim neki od znaCajnijih supstrata su: paklitaksel (slika 5.), torasemid, amodiakin,
cerivastatin, repaglinid, montelukast, troglitazon, pioglitazon, roziglitazon, verapamil, imatinib

i retinoi¢na kiselina (Leo i sur., 1998).



paklitaksel 6a-hidroksipaklitaksel

Slika 5. Hidroksilacija paklitaksela djelovanjem citokroma P450 2C8.

Neki flavonoidi (naringenin, kaempferol, kvercetin) i a-naftoflavon su pokazali
inhibiciju metabolizma paklitaksela. Neki od inhibitora s klinickom znacajnos¢u su gemfibrozil
(ireverzibilna inhibicija alkilacijom hema), montelukast i nilotinib.

Inhibicija gemfibrozilom je zanimljiva jer prethodi reakcija glukuronidacije (obrnuti
redoslijed reakcija I. i 1. faze, slika 6.), a nastali slobodni radikali se kovalentno veZzu na hem
(Baer i sur., 2009; Honkalammi i sur., 2012).
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Slika 6. Ireverzibilna inhibicija citokroma P450 2C8 gemfibrozilom.

0C,H, 0,

Cerivastatin je s trziSta povucen zbog pojave rabdomiolize koja se povezala s genetskim
varijacijama P450 2C8 i inhibicijom gemfibrozilom (Ishikawa i sur., 2004; Kaspera i sur.,
2010).



1.1.5. P450 2C9

Citokrom P450 2C9 znacajno sudjeluje u metabolizmu lijekova. Otkriven je kao
oksidaza heksobarbitala i tolbutamida, a smjesten je u jetri te manjim dijelom u tankom crijevu,
aorti i koronarnim arterijama, $to upucuje na mogucu ukljucenost u pojavu hipertenzije i drugih
kardiovaskularnih bolesti. Supstrati su mu: diklofenak, ibuprofen, piroksikam, tolbutamid,
glipizid, losartan, irbesartan, celekoksib, fluvastatin, naproksen, fenitoin, roziglitazon,
sulfametoksazol, tamoksifen, tolbutamid, torsemid i varfarin. P450 2C9 je ukljucen i u
epoksidaciju arahidonske i linoleinske kiseline te hidroksilaciju trans-retinoi¢ne kiseline na

polozaju 4 (slika 7.).
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Slika 7. Oksidacije lipofilnih supstancija (arahidonske i retinoi¢ne kiseline) djelovanjem P450 2C9.

Najznacajniji marker aktivnosti P450 2C9 je tolbutamin (i in vivo i in vitro). Ovaj enzim
katalizira i hidroksilaciju oralnog kontraceptiva 17a-etinilestradiola na polozaju 2. Lijekovi
inhibitori su flukonazol, amiodaron i izonijazid. Sulfafenazol je kompetitivni inhibitor, a
tijenilinska kiselina ireverzibilni inaktivator. Smatra se da tijenilinska kiselina S-oksidacijom
daje reaktivni intermedijer s P450 2C9 stvaraju¢i neoantigen 1 uzrokujuci produkciju protutijela

I posljedi¢no autoimunu reakciju (Beaune i sur., 1987; Dansette i sur., 1992). Genetski



polimorfizam ovog enzima povezuje se s potrebom individualizacije terapije varfarinom

(Higashi i sur., 2002). Induktori ovog enzima su rifampin i sekobarbiton.

1.1.6. P450 2C19

Citokrom P450 2C19 eksprimiran je u jetri, s relativno malim udjelom do 5%. Klasi¢an
primjer reakcije katalizirane ovim enzimom je 4’-hidroksilacija S-mefenitoina (slika 8.). P450
2C19 metabolizira i inhibitore protonske crpke (izuzetak je esomeprazol); primijeceno je da
pacijenti s niskom aktivno$¢u ovog enzima koji primjenjuju omeprazol pokazuju bolji odgovor
na terapiju ulkusa (Chiba i sur., 1993; Karam i sur., 1996). Hidroksilacija R-varfarina na
polozaju 8’ znacajno pridonosi ukupnom metabolizmu lijeka i razlici u individualnom

odgovoru na terapiju (Wienkers i sur., 1996).
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Slika 8. Reakcije katalizirane citokromom P450 2C19: hidroksilacija talidomida, hidroksilacija S-mefenitoina i

oksidacija klopidogrela.

Zloglasni talidomid danas dozivljava uskrsnuée u istrazivanjima antitumorskog
potencijala, a P450 2C19 katalizira 5 i 5’-hidroksilaciju talidomida (Ando i sur., 1996). P450
2C19 katalizira oksidaciju steroida progesterona (polozaj 21) i testosterona (polozaj 17). Jedan
od najproucavanijih supstrata je klopidogrel koji se aktivira djelovanjem P450 2C19 (Kazui i
sur., 2010). lako su rezultati klini¢kih ispitivanja oprecni, smatra se da je genotipizacija u
slucaju terapije klopidogrelom opravdana (Sorich i sur., 2013). Ostali znacajniji supstrati su

lanzoprazol, pantoprazol, rabeprazol, diazepam, fenitoin, fenobarbiton, amitriptilin,

8



klomipramin, ciklofosfamid, vorikonazol i escitalopram. Aktivnost ovog enzima inhibiraju
esomeprazol, fluoksetin, fluvoksamin, ketokonazol, lanzoprazol, omeprazol, tiklopidin,
kanabinoidi i sok grejpa. Takoder se smatra da rifampicin mozZe inducirati ekspresiju ovog
enzima. Genetske varijacije P450 2C19 su ucestale posebice u Azijata pa farmaceutske

kompanije izbjegavaju razvoj supstrata ovog enzima.

1.1.7. P450 2D6

Citokrom P450 2D6 je nakon 3A4 jedan od najznacajnijih enzima ukljucenih u
metabolizam lijekova, iako mu je udio oko 5% od ukupno eksprimiranih citokroma P450. Osim
u jetri znacajna koli¢ina se nalazi i u plu¢ima i mozgu. Premda je P450 2D6 izoliran iz
mikrosoma (endoplazmatski retikulum), moze se nalaziti i na membranama mitohondrija i te
koristiti adrenodoksin kao izvor elektrona. Za razliku od ostalih citokroma P450 2D6 nije
inducibilan.

Genetski polimorfizam P450 2D6 je primijecen na antihipertenzivu debrizokinu (slika
9.), a ako je ovaj enzim najzasluzniji za metabolizam ksenobiotika, posljedice genetskog
polimorfizma mogu biti i smrtne. Na taj je nacin primije¢ena kardiotoksi¢nost tamoksifena kod
ultrabrzih metabolizatora (Elkalioubie i sur., 2011), a u 2004. i smrt novorodenceta zbog
intoksikacije majke kodeinom (zbog P450 2D6 katalizirane O-demetilacije u morfin) (Gasche
i sur., 2004).

dekstrometorfan dekatrorfan

NH
PASD

H;N n / I Hzh
[

debrizokin 4-hidrokside brizokin

Slika 9. Marker reakcije P450 2D6: O-demetilacija dekstrometorfana i hidroksilacija debrizokina.

Zanimljivo je da dio populacije nema funkcionalnog P450 2D6 bez znacajnijih
posljedica §to upucuje na nepostojanje fizioloSkog supstrata. Lijekovi supstrati P450 2D6

obuhvacaju S-metoprolol, propafenon, timolol, amitriptilin, klomipramin, desipramin,



imipramin, paroksetin, haloperidol, risperidon, tioridazin, aripiprazol, kodein, dekstrometorfan,
duloksetin, flekainid, meksiletin, ondansetron, tamoksifen i venlafaksin.

Biljke su glavni izvor morfina, no ve¢ dugi niz godina poznato je da i sisavci produciraju
opioide u subfarmakoloskim koncentracijama. Njihova uloga u organizmu nije razjasnjena, no
Kramlinger i sur. su pokazali da i ljudi mogu sintetizirati morfin (Kramlinger i sur., 2015). P450
2D6 katalizira pretvorbu R-retikulina u salutaridin, tebaina u oripavin i kodeina u morfin.
Marker reakcija P450 2D6 je O-demetilacija dekstrometorfana.

Marker inhibitor P450 2D6 je kinidin (zanimljivo je da sam Kkinidin nije supstrat ovog
enzima), a inhibicija je reverzibilna i kompetitivna. Znacajniji inhibitori P450 2D6 su
bupropion, fluoksetin, paroksetin, kinidin, duloksetin, amiodaron, cimetidin, Klorfeniramin,

doksepin, haloperidol, metadon, mibefradil i ritonavir.

1.1.8. P450 2E1

P450 2E1 je prvi put opisan kao mikrosomalna oksidaza etanola, iako sa skepsom jer je
etanol hidrofilna tvar, a citokromi P450 nacelno preferiraju hidrofobne supstrate. Ovaj je enzim
eksprimiran u jetri, plu¢ima, jednjaku, tankom crijevu, mozgu, nazalnoj mukozi i gusteraci, a
zanimljivo je da njegova ekspresija u jetri po€inje nekoliko sati nakon rodenja (Vieira 1 sur.,
1996). In vitro marker aktivnosti P450 2E1 je 4-nitrofenol koji se prevodi u 4-nitrokatehol, a in
vivo se primjenjuje klorzoksazon. P450 2E1 primarno katalizira biotransformacije malih
molekula kao §to su benzen, kloroform, diklormetan, etilen dibromid i vinil-klorid. Maniji je
broj lijekova kataliziran djelovanjem P450 2E1, a lista supstrata obuhvaca enfluran, halotan,
izofluran, metoksifluran, sevofluran, paracetamol, klorzoksazon, etanol, N,N-dimetilformamid
i teofilin. Etanol i izonijazid su i supstrati i induktori P450 2E1. Otapala koja su supstrati P450
2E1 ujedno su i inhibitori ovog enzima. Znacajan broj spojeva sa sumporom u strukturi, koji su
izolirani iz povréa kao Sto su ¢esnjak, luk i biljke iz porodice Brassicaceae, inhibira P450 2E1.

Ucinak je analogan dietilditiokarbamatu, razgradnom produktu disulfirama (antabus).

1.1.9. P450 3A

Citokrom P450 3A potporodica katalizira biotransformaciju oko polovice lijekova koji
se danas nalaze na trzistu, a najznacajniju ulogu ima enzim P450 3A4. Lista supstrata P450 3A4
je ekstenzivna, a obuhvaca klaritromicin, eritromicin, telitromicin, kinidin, alprazolam,
diazepam, midazolam, triazolam, ciklosporin, takrolimus, indinavir, ritonavir, sakvinavir,

cisaprid, astemizol, klorfeniramin, amlodipin, diltiazem, felodipin, nifedipin, nisoldipin,
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nitrendipin, verapamil, atorvastatin, lovastatin, simvastatin, boceprevir, buspiron, imatinib,
haloperidol, metadon, pimozid, kinin, sildenafil, tamoksifen, telaprevir, trazodon i vinkristin.
Marker reakcije citokroma P450 3A4 su oksidacija nifedipina, 6B-hidroksilacija testosterona i
1’-hidroksilacija midazolama, a potonja se moze primjenjivati i in vivo.

Kao Sto je i lista supstrata podugacka tako je i lista inhibitora znacajna, a obuhvaca
indinavir, nelfinavir, ritonavir, klaritromicin, itrakonazol, ketokonazol, nefazodon, eritromicin,
verapamil, subokson, diltiazem, cimetidin, amiodaron, fluvoksamin, mibefradil i
troleandomicin. Bergamotin i 6°,7’-dihidroksibergamotin iz soka grejpa predstavljaju o
mehanizmu ovisne inhibitore P450 3A4. U in vitro ispitivanjima inhibicija se naj¢e$¢e postize
dodatkom makrolidnih  antibiotika (eritromicin, troleandomicin) ili ketokonazola.
Kontraceptivi koji sadrze acetilensku skupinu su ireverzibilni inhibitori citokroma P450 3A4,
ali se njihov uc¢inak inhibicije ne smatra zna¢ajnim jer se primjenjuju u malim dozama (Balogh
i sur., 1998; He i sur., 1998). Ritonavir je jedan od najpotentnijih inhibitora P450 3A4 i
primjenjuje se u kombinacijama s drugim inhibitorima proteaze u anti-HIV terapiji s ciljem
smanjenja njihove doze, a posljedi¢no i njihovih nezeljenih u¢inaka (Zhou i sur., 2005).

Najznacajniji induktori P450 3A4 su karbamazepin, fenobarbiton, fenitoin, pioglitazon,
rifabutin, rifampin, gospina trava i troglitazon. Primjena preparata na bazi gospine trave
rezultirala je smanjenom djelotvornos¢u oralnih kontraceptiva i1 posljedi¢nim trudnoc¢ama.
Razlog je indukcija pregnanskog X-receptora glukokortikoida hipericinom i hiperforinom $to
za posljedicu ima pojacanu ekspresiju P450 3A4. Pojacana aktivnost P450 3A4 rezultira brzom
eliminacijom 17-etinilestradiola (Henderson i sur., 2002). lako citokrom P450 3A5 nema toliko
znacajan udio u metabolizmu lijekova kao P450 3A4, njegov znacaj nije niSta manji jer je
podlozan genetskom polimorfizmu i1 postoji moguénost znacajnijih klini€kih interakcija, Sto se
povezuje s lapatinibom (Hardy i sur., 2014).

lako se P450 3A5 i 3A4 preklapaju u pogledu supstrata, s desetak puta vecom
katalitickom ucinkovitos¢u 3A4, 1 tu postoje iznimke. U sklopu istrazivanja biosintetskog puta
morfina u ljudi pokazano je da P450 3A5 Katalizira O%-demetilaciju tebaina s 10 puta ve¢om
katalitickom ucinkovito$¢u u odnosu na P450 3A4 (slika 10.). Razlog »cekanja« s opisom
biosintetskog puta je nemogucnost izolacije meduprodukta kodeinona i morfinona §to je
rijeSeno primjenom morfinon reduktaze koja prevodi ove supstrate u stabilni hidrokodon i

hidromorfon (Kramlinger i sur., 2015).
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Slika 10. Novopotvrdeni koraci u biosintezi morfina u sisavaca.

P450 3A7 se smatra glavnim enzimom odgovornim za metabolizam ksenobiotika u jetri
fetusa. P450 3A43 je karakteriziran prije desetak godina, a na primjeru alprazolama je pokazano
da ima veéi znacaj za metabolizam lijeka u mozgu nego P450 3A4 (Guengerich, 2015).

Citokromi P450 su neupitno najvazniji enzimi koji kataliziraju biotransformacije
lijekova. Sekvenciranjem ljudskog genoma je otkriveno da u ljudi postoji 57 citokrom P450
enzima. Spoznaje o njihovoj ulozi rastu na dnevnoj bazi pa je nedavno utvrdeno da citokrom
P450 2R1 predstavlja glavnu hidroksilazu vitamina D (slika 11.) (Cheng i sur., 2003; Zhu i sur.,
2013; Strushkevich i sur., 2008). Podrucje biokemije i enzimologije citokroma P450 ostaje

atraktivno, s mnogim otvorenim pitanjima na koja trebamo odgovoriti.
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Slika 11. Hidroksilacija vitamina Ds.
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1.2. FLAVONOIDI

Flavonoidi su heterogena porodica polifenolnih spojeva niske molekularne mase koji se
sintetiziraju u biljkama kao sekundarni biljni metaboliti. Nemaju klju¢nu ulogu u razvoju biljke,
ali obavljaju vazne funkcije kao §to su privlaCenje insekata, zastitu biljke od mikroba i
reguliraju rast biljnih stanica (Kumar i Pandey, 2013).

Flavonoidi se sintetiziraju iz fenilalanina, nalaze u gotovo u svim dijelovima biljaka, a
svakako su najocitiji kao biljni pigmenti cvjetova i plodova. Botanicari koriste flavonoide za
taksonomsku klasifikaciju. Flavonoidi reguliraju rast biljke dvojako inhibicijom egzocitoze
auksinindoliloctene kiseline i indukcijom ekspresije gena, ali utje¢u i na druge bioloske
funkcije. Poznato je njihovo antimikrobno djelovanje tako §to inhibiraju ili ubijaju mnoge
bakterijske sojeve, inhibiraju vazne virusne enzime (reverzna transkriptaza i proteaza), te
unistavaju neke patogene protozoe. Ipak, njihova toksi¢nost na Zivotinjske stanice je niska.
Flavonoidi su glavne funkcionalne komponente mnogih biljnih pripravaka koji se primjenjuju
od davnih vremena u medicini npr. propolisa i meda (Havsteen, 2002). Pripadaju fitospojevima
(kemikalije koje proizvode biljke) te se nalaze u jestivom vocu i povréu. Redovitom
konzumacijom pojedini flavonoidi pokazuju potencijal modulacije ljudskog zdravlja tako da
pomazu u prevenciji kroni¢nih 1 degenerativnih bolesti (Tripoli i1 sur., 2006). Velika
konzumacija prehrambenih flavonoida opcéenito se smatra sigurnom, posebice zbog njihove
niske bioraspoloZivosti. Medutim, ukoliko se uzimaju istodobno s lijekovima mogu povecati
toksicnost 1 to Sirokog raspona lijekova.

Flavonoidi se u ljudskom organizmu kao ksenobiotici podvrgavaju opseznim
biotransformacijama prvo u crijevnoj sluznici, a zatim u jetri. Tijekom i nakon intestinalne
apsorpcije, flavonoidi se brzo i opseZzno metaboliziraju u crijevnim i jetrenim stanicama tako
da se vjerojatno pojavljuju kao metaboliti u krvotoku i urinu (Rothwell i sur., 2016). Bioloske
aktivnosti flavonoidnih metabolita vjerojatno ¢e biti razli¢ite od onih njihovih roditeljskih
spojeva (Lotito i sur., 2011).

Op¢u strukturu flavonoida karakterizira benzo-y-piranska struktura (Medi¢-Sarié i sur.,
2004). Sastoji se od tri prstena od kojih A i C pripadaju benzo-y-piranu na kojem se ve¢inom

na polozaju 2 nalazi fenil tj. prsten B (slika 12).
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Slika 12. Op¢a struktura flavonoida.

Skupine flavonoida se razlikuju po polozaju prstena B te supstituentima na prstenu C i
njegovome stupnju oksidacije. Razlike medu flavonoidima proizlaze iz razli¢itih supstituenata
na prstenju A i B. Prema molekulskoj strukturi, dijele se na 6 porodica: flavone, flavanone,
flavonole, izoflavone, antocijanidine i flavan-3-ole ili katehine (Peterson i sur., 1998).
Flavonoidi mogu postojati kao aglikoni, glikozidi ili metilirani derivati. Seéeri koji se nalaze u
glikozidima mogu biti glukoza, ramnoza, glukoramnoza, galaktoza i arabinoza (Kumar i
Pandey, 2013; Havsteen, 2002).

Tablica 1: Molekularne strukture 6 porodica flavonoida.

o m\\\@
Antocijanidini Flavanoni
[o]
o] ‘\\\\\\\\
Katehini I Flavonoli
"”’%V O—H
Flavoni Izoflavoni
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Nakon §to se prehrambeni flavonoidi oslobode iz hrane Zvakanjem njihova apsorpcija u tankom
crijevu ovisit ¢e o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima kao $to su velicina molekule,
konfiguracija, lipofilnost, topivost i pKa. Vecina flavonoida, osim podklase katehina, prisutna
je u biljkama vezana za Secere kao B-glikozidi. Poznato je da se aglikoni lako apsorbiraju u
tankom crijevu, dok se flavonoidni glikozidi moraju prevesti u oblik aglikona (Hollman i sur.,
1999).

1.2.1. FarmakoloS$ki u¢inci flavonoida

Flavonoidi su zanimljivi u istrazivanjima u podruc¢ju farmacije zbog svojih
farmakoloskih ucinaka. Povoljni farmakoloski ucinci flavonoida su antitromboti¢ni,
hipolipemic¢ni, antihipertenzivni, antimikrobni, antivirusni, antialergijski, antiulkusni,
protuupalni, hepatoprotektivni, antiaterogeni, antineoplasti¢ni, ucinci na antioksidacijski
kapacitet i kapilarnu propusnost.

Flavonoidi su jaki antioksidansi slobodnih radikala zahvaljujuéi njihovoj hidrogen-
doniraju¢oj sposobnosti, a fenolne grupe im sluze kao izvor lako dostupnih vodikovih atoma
(Burda i Oleszek, 2001; Di Majo i sur., 2005). Snaga ucinka ovisi o strukturnoj vrsti flavonoida,
stupnju hidroksilacije, drugim supstitucijama i konjugacijama i stupnju polimerizacije. Prema
farmakokinetickim studijama formacije aroksil radikala, kombinacija tri kemijska i strukturalna
elementa su bitna za antioksidacijski kapacitet flavonoida: orto-dihidroksi struktura B prstena
koja daje veliku stabilnost aroksil radikalima zbog vodikovih veza, 2,3-dvostruka veza
odgovorna za delokalizaciju elektrona B prstena i prisutnost 3-(a) i 5-(b)-hidroksilnih struktura.
Imaju antioksidativni uéinak u hidrofilnom okruzenju, dok u lipofilnom neki imaju smanjen
kapacitet, a drugi obrnuto ponasanje i postaju prooksidansi.

Flavonoidi mogu inhibirati kinaze i fosfodiesteraze esencijalne za stani¢nu signalizaciju
u upalnim procesima. Takoder utjecu na aktivaciju brojnih stanica ukljucenih u imunosni
odgovor, uklju¢ujuci T i B limfocite (Mantley i sur., 2001). Kombinacijom ovih dvaju svojstava
ispoljavaju protuupalni ucinak.

Flavonoidi pokazuju antiaterogenu aktivnost inhibiraju¢i nastanak tromba u mnogim
fazama njegove patogeneze. Djeluju hipolipemi¢no samo u sluc¢aju visoke koncentracije lipida.
Istrazivanje u Japanu pokazalo je reciproni odnos izmedu unosa flavonoida i ukupne
plazmatske koncentracije kolesterola (Choi i sur., 1991). Metoksilirani flavonoidi pokazuju
vecu antiagregacijsku aktivnost od hidroksiliranih spojeva, a aktivnost im je usporediva onom

acetilsalicilne kiseline (Robbins, 1976).
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Prehrambeni flavonoidi se smartaju kemopreventivnim ili antitumorskim agensima
(Elangovan i sur., 1994; Hirano i sur., 1994; Kandaswami i sur., 1991). Epidemioloske studije
upucuju na to da je dijeta bogata flavonima povezana sa smanjenim rizikom od odredenih vrsta
raka, osobito raka dojke, probavnog trakta, koze, prostate i odredenih zlocudnih bolesti
krvotvornog sustava (Shukla i Gupta, 2010). Antitumorski uc¢inci mogu biti izraZeni putem
selektivne citotoksi¢nosti, antiproliferativnih ucinaka i1 apoptoze. Flavonoidi mogu biti
potencijalno ukljuceni u karcinogenezu putem indukcije oste¢enja DNA, promocije razvoja
tumora i proliferacije. Imaju sposobnost apsorpcije ultraljubi¢astog zracenja i na taj nacin Stite
DNA od ostecenja (Stepleton i Walbot, 1994). Isto tako dokazano je da imaju sposobnost
neutralizacije slobodnih radikala kad se generiraju blizu DNA pa utjeu na promociju mutacija
(Shimoi i sur., 1994) ili reagiraju i direktno s karcinogenim agensom (Heo i sur., 1994).

Postoji vazan odnos izmedu strukture flavonoida i njihove aktivnosti. Istrazivanja su
pokazala da je preduvjet za antivirusnu aktivnost flavonoida povezan s neglikozidnim
spojevima i hidroksilacija na polozaju 3 (Middleton i sur., 2000).

Bioloske aktivnosti flavonoida, uz njihove temeljne mehanizme djelovanja, oslanjaju se
na aktivnost svojih metabolita zbog brze i opsezne biotransformacije. Informacije o tome koji

se metaboliti pojavljuju u plazmi su klju¢ne za pravilnu procjenu njihove bioloske aktivnosti.
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Flavonoidi su heterogena porodica polifenolnih spojeva niske molekulske mase koji se
sintetiziraju u biljkama kao sekundarni biljni metaboliti. Pripadaju fitospojevima te se nalaze u
jestivom vocu i povréu. Redovitom konzumacijom pojedini flavonoidi pokazuju potencijal
modulacije ljudskog zdravlja tako da pomazu u prevenciji kroni¢nih i degenerativnih bolesti.
Njihovi brojni farmakoloski ucinci ¢ine ih zanimljivim za istrazivanje u podrucju farmacije.

Stani¢ni mehanizmi njihovih brojnih bioloskih ucinaka i dalje su uvelike nepoznati.
Bioloske aktivnosti flavonoida, uz njihove temeljne mehanizme djelovanja, oslanjaju se na
aktivnost svojih metabolita zbog brze i opsezne biotransformacije. Bioloske aktivnosti
flavonoidnih metabolita mogu biti razli¢ite od onih njihovih roditeljskih spojeva (Lotito i sur.,
2011). Informacije o tome koji se metaboliti pojavljuju u plazmi su klju¢ne za pravilnu procjenu
njihove bioloske aktivnosti.

Evolucijski se razvio ¢itav niz enzimskih sustava kojima je cilj ksenobiotike tj. strane
tvari prevesti (metabolizirati) u vodotopljiv oblik pogodan za izlu¢ivanje. Dominantni enzimi
u metabolizmu ksenobiotika, a time i flavonoida, su citokromi P450.

Cilj ovog rada je in vitro postupcima utvrditi humane jetrene citokrome P450 odgovorne
za biotransformaciju 30 odabranih flavonoida primjenom humanih jetrenih mikrosoma. Metoda
kojom ¢e se uzorci analizirati je obrnuto-fazna kromatografija visoke razluéivosti spregnuta s
masenim spektrometrom kao detektorom. Podrucje biokemije i enzimologije citokroma P450
ostaje atraktivno, s mnogim otvorenim pitanjima na koja trebamo odgovoriti, uklju¢ujuci
metabolizam flavonoida koji je ispitan na relativno malom broju flavonoida. Ako bi se opisao
metabolizam i utvrdili metaboliti odgovorni za brojne farmakoloSke ucinke, to bi mozda dovelo

do razvoja novih 1 boljih lijekova od ve¢ postoje¢ih na trzistu.
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Reagensi

» 8,6 uM Humani jetreni enzimi komercijalno dostupni kao humani jetreni mikrosomi

(HLM) 100 pmol

1 M kalijev fosfat pH 7,4
Glukoza-6-fosfat
NADP+

Metanol
Metilen klorid
Acetonitril

Destilirana voda

YV V.V V V V V VYV VY

Flavonoidi :
o 3,6-dihidroksiflavon
o 3,7-dihidroksiflavon
o 6-hidroksiflavon
o T7-hidroksiflavon
o akacetin
o apigenin
o diosmetin
o flavanon
o flavon
o galangin
o genistein
o hesperetin
o izoramnetin
o kaempherol
o katehin
o krizin
o krizin-dimetileter
o kvercetin
o luteolin

o miricetin

10% IU mlI~ Glukoza-6-fosfat dehidrogenaza
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o morin
o naringenin

o pinocembrin

o pinocembrin—7-metileter

o prunetin

o ramnetin

o sakuranetin
o tamariksetin
o tangeretin

o tektokrizin

3.1.2. Pribor

>

Y V V V

Staklene epruvete
HPLC/MS sustav

Vodena kupelj s muc¢kanjem na 37 °C

Staklene viale

Centrifuga

Slika 13. HPLC/MS sustav
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3.2. METODE

Humani jetreni mikrosomi koriSteni su kao izvor citokroma P450 za istraZivanje
metabolizma 30 odabranih flavonoida. KoriSteni su komercijalno dostupni HLM dobiveni iz
razli¢itih uzoraka jetre kako bi se smanjio u¢inak bioloske varijabilnosti. Kako bi se utvrdilo
metaboliziraju li HLM neki od odabranih flavonoida, supstrat i produkti nastali metabolizmom
nakon inkubacije prac¢eni su pomo¢u HPLC-UV-Vis-MS tehnike. Preliminarnim istrazivanjem
koje je provedeno ovom metodologijom potvrdeni su literaturni podaci primjerice za
hidroksilaciju apigenina (Breinholt i sur. 2002), s§to ukazuje na prikladnost odabrane
metodologije. Kao metabolit je pronaden luteolin koji je dokazan spektrometrijom masa. Q-
TOF MS sustav koriSten je za to¢no odredivanje mase.

HPLC (engl. High performance liquid chromatography - HPLC) — tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti je oblik kromatografije i jedan je od najmoc¢nijih alata u
analitici. Ima sposobnost razdvajanja, identifikacije i kvantifikacije spojeva koji su prisutni u
bilo kojem uzorku koji se moze otopiti u tekucini. Danas se lako mogu identificirati spojevi u
koncentracijama u tragovima kao §to su dijelovi po trilijunu (ppt). HPLC se moze primijeniti
na bilo koji uzorak, poput lijekova, hrane, nutraceutika, kozmetike, ekoloSkih matrica,
forenzickih uzoraka i industrijskih kemikalija (www.waters.com). Princip rada je forsiranje
prolaska analita ili smjese kroz kolonu pumpanjem teku¢e mobilne faze pod visokim tlakom
kroz kolonu. Mali volumen uzorka se unosi u tok mobilne faze i na temelju specifi¢nih
kemijskih i fizikalnih interakcija, dolazi do razli¢itog zadrzavanja komponenata smjese.
Vrijeme potrebno za potpuno eluiranje analita ovisi 0 njegovoj prirodi, stacionarnoj fazi i
sastavu mobilne faze. Vrijeme u kojem se tvar eluira naziva se retencijsko vrijeme i
karakteristi¢no je za odredenu tvar. Moguce je koristiti izokratno eluiranje gdje se ne mijenja
sastav mobilne faze tijekom analize ili gradijentno eluiranje, §to podrazumijeva promjenu
sastava mobilne faze tijekom eluiranja. Kod obrnuto-fazne kromatografije koristi se nepolarna
stacionarna faza i polarna mobilna faza. Retencijsko vrijeme je dulje §to je tvar manje polarna
Dodatkom polarnih otapala u mobilnu fazu raste retencijsko vrijeme, a smanjuje se dodatkom
nepolarnih otapala. Funkcionira na principu hidrofobnih interakcija, koje su rezultat odbijaju¢ih
sila izmedu polarnog otapala, relativno nepolarne tvari koja se analizira i nepolarne stacionarne
faze. Na brzinu eluiranja utje¢e pH, zbog moguénosti promjene polarnosti tvari. Detektor ima
vaznu ulogu detekcije komponenti koje izlaze iz kolone nakon eluiranja. Detektor generira
elektri¢ni signal koji je razmjeran intenzitetu neke osobine mobilne faze ili tvari koja se eluira

(Settle, 1997). U ovom istrazivanju koristen je UV-Vis kao detektor. Kromatogram je prikaz
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odvajanja koja se kemijski dogodila u HPLC sustavu. Serija vrhova ili peakova koja se dizu iz
osnovne crte nacrtana je na vremenskoj osi. Svaki vrh predstavlja odgovor detektora za drugi
Spoj.

Masena spektrometrija (MS) je osjetljiva tehnika koja se koristi za detekciju,
identifikaciju i kvantitativno odredivanje molekula na osnovi njihovog omjera mase i naboja
(m/z). MS je postao dragocjen u Sirokom rasponu polja i aplikacija zbog primjene za vrlo to¢no
odredivanje relativnih atomskih i relativnih molekularnih masa, elementarnoga sastava i bruto-
formule kemijskih spojeva, izotopnoga sastava i strukture njihovih molekula, tragova primjesa,
za ispitivanje ionskih i radikalskih reakcija u plinovitoj fazi, prijelaznoga stanja, fenomena
ionizacije i dr. Svi maseni spektrometri imaju izvor iona, analizator mase i detektor iona.
Priroda ovih komponenata varira ovisno o svrsi masenog spektrometra, vrsti potrebnih
podataka 1 fizickim svojstvima uzorka. Uzorci se pune u maseni spektrometar u tekucem,
plinovitom ili suSenom obliku i zatim se ioniziraju izvorima iona (npr. APCI, DART, ESI)
lonski izvor stvara ione svojstvene ispitivanom uzorku i u elektri¢cnom ih polju ubrzava, dok
analizator (najces¢e magnetsko polje) savija putanje razli¢itih iona i tako ih razdvaja ovisno o
omjeru njihove mase i naboja (m/z). Uobicajeni analizatori uklju¢uju vrijeme leta (engl. time
of flight - TOF), orbitrapove, kvadropole i ionske zamke, a svaka vrsta ima specificne
karakteristike. KoriSteni analizotor tijekom istrazivanja je hibridni Q-TOF (engl. quadrupole-
time of flight - Q-TOF). Analizatori se mogu koristiti za odjeljivanje svih analita u uzorku za
globalnu analizu ili se mogu Koristiti kao filteri kako bi se izdvojili samo odredeni ioni prema
detektoru. U detektoru se razdvojeni ioni skupljaju i karakteriziraju. Mijenjanjem jakosti
magnetskog polja mogu se redom registrirati ioni razli¢itih masa, ¢cime nastaje maseni spektar
karakteristican za odredeni kemijski spoj (www.thermofisher.com).

Za analizu sloZenih smjesa maseni se spektrometar izravno povezuje s plinskim ili
tekucinskim kromatografom, u kojem se sastojci smjese, prije analize, prvo razdvajaju.
HPLC/MS postaje nezamjenjiv alat u brojim poljima istrazivanja. Pruza rjeSenja visoke
pouzdanosti, produktivnosti i osjetljivosti, koja su trazena u podrucjima farmaceutske,

prehrambene i1 kemijske industrije 1 analize okolisa.
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3.3. POSTUPAK

U svaku epruvetu se stavlja destilirana voda, 1 M kalijev fosfat, HLM i odgovarajuci
uzorak flavonoida. Svaki uzorak flavonoida se stavlja u 3 epruvete. U jednu od tih epruveta,
nakon preinkubacije, se dodaje destilirana voda, a u druge dvije NADPH generirajuéi sustav
(GS). NADPH generirajudi sustav se radi kombinirajuci glukozu-6-fosfat, NADP™ i glukozu-
6-fosfat dehidrogenazu u omjerima 100:50:2 i sluzi za zapocinjanje reakcije. Ukupni volumen
u svakoj epruveti je 100 uL. Preinkubacija se odvija u kontroliranim uvjetima; kadici u vodenoj
kupelji na 37°C pri pH 7,4 i traje 5 min. Zatim se dodaje destilirana voda ili GS i inkubira u
istoj vodenoj kupelji 30 min. Nakon toga se mora zaustaviti reakcija dodatkom acetonitrila.
Slijedi centrifugiranje 10 min na 3000 rpm da bi se odvojile faze. Nastali donji hidrofobni sloj
se prebaci staklenom trbuSastom pipetom u staklenu vialicu. Takav uzorak je spreman za
HPLC/MS analizu. Temperatura kolone HPLC-a na kojoj se odvija analiza je 40 °C s protokom
mobilne faze od 0,4 ml/min. Koristi se gradijentno eluiranje, §to podrazumijeva promjenu
sastava mobilne faze u toku eluiranja kombiniranjem dviju mobilnih faza. Mobilna faza A se
napravi mijeSanjem vode, metanola i mravlje kiseline u omjeru 93:5:2, a mobilna faza B
mijeSanjem istih supstanca u drugom omjeru, 3:95:2. Koristena je kolona Poroshell 120 EC-
C18, dimenzija 100x3,0 mm, 2,7 um. UV detektor HPLC-a mjeri pri valnoj duljini od 350 nm.
Bitni uvjeti MS-QTOF (Quadrupole time-of-flight mass spectrometer) su ion pozitivni mod i

ESI pozitivni mod.

Flavonoid
CYP

(HLM)

}

Inkubacija

30 min, 37 °C, pH 7.4

l

Zaustavljanje
reakcije-organsko
otapalo/kiselina

.
Slika 14. Shema metodologije analize uzoraka flavonoida.
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4. REZULTATI
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Istrazivanje je pokazalo mnogo rezultata koji se dalje iznose. Slijede odabrani flavonoidi koji
su dali bitnije rezultate. Ostali nisu ispitivani dalje od prvog kruga zbog nedostatka metabolita

ili premalih koncentracija metabolita.

4.1. APIGENIN

Apigenin se hidroksilira na 3’ polozaju B prstena i daje luteolin. Reakcijom nastaje 34%

supstrata u odnosu na apigenin.

OH O

apigenin Am = 15.99491
th. 270.05283 luteolin
th. 286.04774
ex. 286.0476
A=0.33 ppm
34%

Slika 15. Metabolizam apigenina posredovan humanim jetrenim mikrosomima

x10 2 |VWD1 - A:\Wavelength=350 nm 003.d

1 Q
Y
A

0.8
0.6
0.4

0.2

ol JL
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Response Units (%) vs. Acquisition Time (min)

pr11.24
+*12.92

Slika 16. UV kromatogram inkubacijske smjese za apigenin bez dodanog generirajuceg sustava.
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Slika 17. UV kromatogram inkubacijske smjese za apigenin s dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 2. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime m/z RT Masa
Cpd 14: luteolin luteolin 287,0549 5,81 286,0476

x10 5 |Cpd 14: luteolin: +ESI MFE Spectrum (5.54-6.23 min) Frag=175.0V 004.d

287.0549
3 (IC15 H1Q O6]+H)+

0 |

255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 18. Spektar izdvojenog iona luteolina (m/z = 287,055) inkubacijske smjese za apigenin s dodanim

generirajucim sustavom.
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4.2. KEMFEROL
Kod kemferola su detektirana 2 metabolita, kvercetin i1 galangin, od kojih kvercetina ima znatno

vise, ¢ak 46%.

HLM
+ galangin
9%

OH O

kemferol Am = 15.99491
th. 286.04774 kvercetin
th. 302.04265
ex. 302.0425
A =0.38 ppm
46%

Slika 19. Metabolizam kemferola posredovan humanim jetrenim mikrosomima

x10 2 |VWD1 - A:Wavelength=350 nm 005.d
14

0.8+
0.6
0.4
0.2

of— .
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Response Units (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 20. UV kromatogram inkubacijske smjese za kemferol bez dodanog generirajueg sustava.
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x10 2 |VWD1 - A:Wavelength=350 nm 006.d

1 @
N
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Slika 21. UV kromatogram inkubacijske smjese za kemferol s dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 3. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime m/z RT Masa
Cpd 8: kvercetin kvercetin 303,0498 5,22 302,0425

x10 5 |Cpd 8: quercetin: +ESI MFE Spectrum (4.92-5.69 min) Frag=175.0V 006.d

25 303.0498

1 (IC15 H1Q O7]+H)+

2
1.5

1,
0.5

']

270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Slika 22. Spektar izdvojenog iona kvercetina (m/z = 303,0498) inkubacijske smjese za kemferol s dodanim

generirajucim sustavom.

Tablica 4. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime m/z RT Masa
Cpd 39: galangin galangin 271,06 11,66 270,0527
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x10 5

0.8+
0.6
0.4+

0.2

Cpd 39: galangin: +ESI MFE Spectrum (11.51-11.94 min) Frag=175.0V 006.d

271.0600
(IC15 H1Q O5]+H)+

Slika 23. Spektar izdvojenog iona galangina (m/z = 271,0600) inkubacijske smjese za kemferol s dodanim

1
240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

generiraju¢im sustavom.
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4.3. FLAVON

Flavonu su detektirana 4 minorna metabolita , svi jedva vidljivi na UV-Vis detektoru. Zadnje
navedeni bi bio dominantan 4’ hidroksiliran metabolit. Ostali su: dvostruko hidroksilirani
metabolit na polozajima 5 i 6 A prstena, metabolit hidroksiliran na 7 C atomu i zadnji na 6 C

atomu.

Am = 34.00548 (+2H,20)
th. 256.073560

ex. 256.0732

A=1.33 ppm

?% - znantno manja

flavon logP = 0.63 izlazi prvi

th. 222.06808
OH

Am = 15.99491 Am = 15.99491

7-OH-flavon 6-OH-flavon Am = 15.99491
th. 238.06300 th. 238.06300 4'-OH-flavon
ex. 238.0629 ex. 238.0625 th. 238.06300
A=0.61ppm A=0.19 ppm ex. 238.0629
?% 2% A =0.61 ppm

?% dominantan

Slika 24. Metabolizam flavona posredovan humanim jetrenim mikrosomima

x10 2 |VWD1 - A:Wavelength=350 nm 007.d
1
0.8+
0.6- e
0.4 . - - ?
0.2- km ~ g 2 T J‘L
0l A I, \ ey,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Response Units (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 25. UV kromatogram inkubacijske smjese za flavon bez dodanog generiraju¢eg sustava.
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Slika 26. UV kromatogram inkubacijske smjese za flavon s dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 5. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime m/z RT Masa
Cpd 7: 7- 7-hidroksiflavon 239,0705 8,47 238,0629
hydroxyflavone

x10 4 |Cpd 7: 7-hydroxyflavone: +ESI MFE Spectrum (8.37-8.62 min) Frag=175.0V 008.d
5 239.0705
4] ([C15 H10 O3]+H)+
3,
2,
1,
0 : : | |

210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 27. Spektar izdvojenog iona 7-hidroksiflavona (m/z = 239.0705) inkubacijske smjese za flavon s dodanim

generirajucim sustavom.

Tablica 6. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime m/z RT Masa
Cpd 9: 6- 6-hidroksiflavon 239,0702 9,65 238,0625
hydroxyflavone
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x10 2 |Cpd 9: 6-hydroxyflavone: +ESI MFE Spectrum (9.52-9.82 min) Frag=175.0V 008.d
1 239.p1¢2
0.8 ([C15 H1( PB1+H)+
0.6
0.4
0.2
0

210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 28. Spektar izdvojenog iona 6-hidroksiflavona (m/z = 239.0702) inkubacijske smjese za flavon s dodanim

generiraju¢im sustavom.

Tablica 7. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja m/z RT Masa
Cpd 1: C15 H12 04 257,0805 3,25 256,0732

x10 4 |Cpd 1: C15 H12 O4: +ESI MFE Spectrum (3.10-3.48 min) Frag=175.0Vv 008.d
257.p805

51 (IC15 H13 O4]+H)+

4,

3,

2,

1,

0 i

225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 29. Spektar izdvojenog iona nepoznatog flavonoida (m/z = 257,0805) inkubacijske smjese za flavon s

dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 8. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime | m/z RT Masa
Cpd 5: C15 H10 O3 4'-hidroksiflavon 239,0702 8,16 238,0629
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x10 3 |

1.754
1.5
1.254

0.75+
0.5
0.25+

Cpd 5: C15 H10 O3: +ESI MFE Spectrum (7.98-8.35 min) Frag=175.0V 008.d

239.
([C15 H1

702
O3]+H)+

210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

265

270

Slika 30. Spektar izdvojenog iona 4'-hidroksiflavona (m/z = 239.0702) inkubacijske smjese za flavon s dodanim

generiraju¢im sustavom.
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4.4. 7-HIDROKSIFLAVON

Kod 7-hidroksiflavona vjerojatno nastaje 4’ hidroksilirani metabolit, sigurno ne nastaje krizin

(5 hidroksiliran spoj), ani 3,7 1 3,6 hidroksilirani spojevi. Koli¢ina metabolita je znatna (>30%).

OH
HO O
HO 0
HLM
—_—
0
]
7-OH-flavon
th. 238.06300 Am = 15.99491
th. 254.057910
ex. 254.0577
A=0.83 ppm
>30%
Slika 31. Metabolizam 7-hidroksiflavona posredovan humanim jetrenim mikrosomima
x10 2 |VWD1 - A:Wavelength=350 nm 009.d
11 'CP
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Slika 32. UV kromatogram inkubacijske smjese za 7-hidroksiflavon bez dodanog generiraju¢eg sustava.
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Slika 33. UV kromatogram inkubacijske smjese za 7-hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 9. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja m/z RT Masa
Cpd 5: C15 H10 04 255,065 7,59 254,0577

x10 5 |Cpd 5: C15 H10 O4: +ESI MFE Spectrum (7.36-8.20 min) Frag=175.0vV 010.d

* 255.0650
([C15 H1Q O4]+H)+

. |

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ t ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 34. Spektar izdvojenog iona nepoznatog flavonoida (m/z = 255.0650) inkubacijske smjese za 7-

hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.
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4.5. GALANGIN

Galangin se jako slabo metabolizira daju¢i kemferol i njegov strukturni izomer koji pokazuju samo

naznaku pika.

galangin OH ©
th. 270.05282 Am = 15.99491
kemferol
th. 286.04774
ex. 286.0474

A=1.13 ppm

Slika 35. Metabolizam galangina posredovan humanim jetrenim mikrosomima

+  strukturni izomer 2%
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Slika 36. UV kromatogram inkubacijske smjese za galangin s dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 10. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime m/z RT Masa
Cpd 8: kaempferol kemferol 287,0547 7,17 286,0474
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x10 5
1.4

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Cpd 8: kaempferol: +ES|I MFE Spectrum (6.98-7.48 min) Frag=175.0V 012.d

287.0547
([C15 H1Q OB]+H)+

Slika

255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

37. Spektar izdvojenog iona kemferola (m/z = 287.0547) inkubacijske smjese za galangin s dodanim

generiraju¢im sustavom.
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4.6. 3,7-HIDROKSIFLAVON
Detektiran metabolit 3,7-dihidroksiflavona je vjerojatno hidroksiliran na polozaju 6 i time bi
bio bajkalein, ali moguce je i da nastaje norwogonin koji je hidroksiliran na polozaju 8 ili ¢ak

nesto sasvim tre¢e. Samo je sigurno da nije apigenin, genistein ni galangin.

HLM _

OH #] OH 0
3,7-OH-flavon Am = 15.99491
th. 254.057910 th. 254.057910

ex. 270.0528
A=0.83 ppm
>30%

Slika 38. Metabolizam 3,7-dihidroksiflavona posredovan humanim jetrenim mikrosomima.
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Slika 39. UV kromatogram inkubacijske smjese za 3,7-dihidroksiflavon bez dodanog generirajuceg sustava.
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Slika 40. UV kromatogram inkubacijske smjese za 3,7-dihidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 11. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja m/z RT Masa
Cpd 3: C15 H10 O5 271,0602 5,38 270,0529

%105 |Cpd 3: C15 H10 O5: +ESI MFE Spectrum (5.19-5.69 min) Frag=175.0V 005.d

271.0602
1.21 ([C15 H1Q O5]+H)+
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Slika 41. Spektar izdvojenog iona nepoznatog flavonoida (m/z = 271,0602) inkubacijske smjese za 3,7-

dihidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.
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4.7. 6-HIDROKSIFLAVON

Kod 100% 6-hidroksiflavona spontano dolazi do pucanja C prstena Sto zaklju¢ujemo jer se

reakcija odvija 1 bez prisustva generirajuceg sustava. Taj produkt se dalje metabolizira do

kona¢nog produkta koji se viSe ne vidi na UV-Vis spektru.

(8] S | OH
| HLM |
HO 5G5S HO
o o
6-0OH-flavon Am = 2.015645
th. 238.06300 th. 240.078645
ex. 240.0785
A =052 ppm
100%

HLM = GS
B —

HLM s GS

6-0OH-flavon Am = 2015645
th. 238.06300 redukcija = veze
th. 240.078645
ex. 240,00
A = xxx ppm

100%

Am = 15.99491

th. 256.073560

ex. 256.0736

A =-0,19 ppm

48%

HO

o

Am = 15.99491
th. 224.083730
ex. 224 0837
A =0,04 ppm

Slika 42. Metabolizam 6-hidroksiflavona posredovan humanim jetrenim mikrosomima.
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Slika 43. UV kromatogram inkubacijske smjese za 6-hidroksiflavon bez dodanog generirajuceg sustava.
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Slika 44. UV kromatogram inkubacijske smjese za 6-hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 12. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja m/z RT Masa
Cpd 2: C15 H12 02 225,091 6,75 224,0837
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%105 |Cpd 2: C15 H12 02: +ESI MFE Spectrum (6.46-6.96 min) Frag=175.0V 007.d

2250910
1.5 ([C15 H13 O2]+H)+

1.251

0.751
0.5
0.251

195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Slika 45. Spektar izdvojenog iona nepoznatog flavonoida (m/z = 225,0910) inkubacijske smjese za 6-

hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 13. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja m/z RT Masa
Cpd 3: C15 H12 04 257,0809 6,82 256,0736

%105 |Cpd 3: C15 H12 O4: +ESI MFE Spectrum (6.59-7.17 min) Frag=175.0V 007.d

225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 46. Spektar izdvojenog iona nepoznatog flavonoida (m/z = 257,0809) inkubacijske smjese za 6-

hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.
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Tablica 14. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja m/z RT Masa
Cpd 7: C15 H12 O3 241,0857 9,14 240,0785

%105 |Cpd 7: C15 H12 O3: +ESI MFE Spectrum (8.67-9.47 min) Frag=175.0V 007.d

241.0857
9] (IC15 H12 O3]+H)+
15
1
0.5
0 i

210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 47. Spektar izdvojenog iona nepoznatog flavonoida (m/z = 257,0805) inkubacijske smjese za 6-

hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.
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4.8. AKACETIN

Akacetin se 70%tno demetilira do apigenina, a zatim se dio hidroksilira na 3’ poloZaju dajuci

luteolin.

akacetin OH O
th. 284.06847 Am =-14.01564
apigenin
th. 270.05283
ex. 270.0528

A = 0.xx ppm
70%

Slika 48. Metabolizam akacetina posredovan humanim jetrenim mikrosomima.

Am = 15.99491
luteolin

th. 286.04774
ex. 286.xxxxx
A = xxxx ppm
29%
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Slika 49. UV kromatogram inkubacijske smjese za akacetin bez dodanog generirajuceg sustava.

0 11 12 13 14 15 16 17 18 19
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Slika 50. UV kromatogram inkubacijske smjese za akacetin s dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 15. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime m/z RT Mass
Cpd 2: luteolin luteolin 287,055 5,84 286,0477

%10 5 |Cpd 2: luteolin: +ESI MFE Spectrum (5.61-6.06 min) Frag=175.0v 009.d
1.6
1.41
1.2
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Slika 51. Spektar izdvojenog iona luteolina (m/z = 287,0550) inkubacijske smjese za akacetin s dodanim

generiraju¢im sustavom.

Tablica 16. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime m/z RT Masa
Cpd 3: apigenin apigenin 271,0601 7,44 270,0528
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x10 5 |Cpd 3: apigenin: +ESI MFE Spectrum (7.23-7.71 min) Frag=175.0V 009.d
*271.0601
4+ ([C15 H1Q O5]+H)+
3
2
14
0 ]

240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Slika 52. Spektar izdvojenog iona apigenina (m/z = 271,0601) inkubacijske smjese za akacetin s dodanim

generiraju¢im sustavom.
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4.9. NARINGENIN

Metabolizmom naringenina nastaje jedan od 3 moguca produkta. Dakle, on je ili 8 ili 37 ili 6

hidroksiliran. 6 hidroksiliran bi bio karthamidin.

naringenin

th. 272.06847
HO I o
HO
OH O

karthamidin
Am = 15.99491
th. 288.063390
ex. 288.0634
A= 0.x%x ppm
3%

Slika 53. Metabolizam naringenina posredovan humanim jetrenim mikrosomima.
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Slika 54. UV kromatogram inkubacijske smjese za naringenin s dodanim generiraju¢im sustavom.
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Oznaka spoja m/z RT
Cpd 1: C15 H12 06 289,0708 3,98 288,0634
%105 |Cpd 1: C15 H12 O6: +ESI MFE Spectrum (3.73-4.14 min) Frag=175.0V 017.d
14 289.0708
(IC15 H13 OB]+H)+
0.81
0.6-
0.4-
0.2 92.0757
(IC15 T12 06]+H)+
0 1

Tablica 17. Informacije o pronadenom metabolitu

260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 55. Spektar izdvojenog iona karthamidina (m/z = 289,0708) inkubacijske smjese za naringenin s dodanim

generirajucim

sustavom.
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4.10. SAKURANETIN

Sakuranetin se u maloj mjeri metabolizira citokromima P450. Metaboliti su naringenin i sterbin.

OH
e
o O

OH ©O
sakuranetin <terbin
th. 286.08412 . .
Am = 15.99491 nanggemn
th. 302.079040 Am = -14.01564
th. 272.06847
ex. J02.0mxxx
= ex. 272 0686
:"g—%x-ﬂ ppm A = 0.xx ppm
10%

Slika 56. Metabolizam sakuranetina posredovan humanim jetrenim mikrosomima.
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Slika 57. UV kromatogram inkubacijske smjese za sakuranetin bez dodanog generirajuéeg sustava.
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Slika 58. UV kromatogram inkubacijske smjese za sakuranetin s dodanim generiraju¢im sustavom.

Tablica 18. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime m/z RT Mass
Cpd 4: naringenin naringenin 273,0757 5,63 272,0683

%10 5 |Cpd 4: naringenin: +ESI MFE Spectrum (5.34-5.85 min) Frag=175.0V 021.d
3] 273.0757
([C15 H1% O5]+H)+

2.5
2

1.5
14

0.5
0 1

240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Slika 59. Spektar izdvojenog iona naringenina(m/z = 273,0757) inkubacijske smjese za sakuranetin s dodanim

generiraju¢im sustavom.

Tablica 19. Informacije o pronadenom metabolitu

Oznaka spoja Ime | m/z RT Masa
Cpd 5: C16 H14 06 sterbin 303,0864 7,87 302,0791
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%10 5 |Cpd 5: C16 H14 O6: +ESI MFE Spectrum (7.61-8.17 min) Frag=175.0V 021.d
* 3030864

61 ([C16 H14 O6]+H)+

5,

4,

3,

9]

1,

0 I
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Slika 60. Spektar izdvojenog iona sterbina (m/z = 303,0864) inkubacijske smjese za sakuranetin s dodanim

generiraju¢im sustavom.



4.11. TANGERETIN

Posljedni flavonoid sa zanimljivim rezultatima istraZzivanja je tangeretin. Supstrat se prvo

demetilira na 4’ metoksi skupini, a zatim hidroksilira na 3’ polozaju.

tangeretin
tm 372.12090

Slika 61. Metabolizam tangeretina posredovan humanim jetrenim mikrosomima.
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Slika 62. UV kromatogram inkubacijske smjese za tangeretin bez dodanog generirajueg sustava.
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Slika 63. UV kromatogram inkubacijske smjese za tangeretin s dodanim generiraju¢im sustavom.



5. RASPRAVA
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U ovom smo radu primjenom humanih jetrenih mikrosoma koji sadrze citokrome P450
ispitivali metabolizam 30 odabranim aglikona flavonoida metodom obrnuto-fazne tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti spregnuta sa spektrometrom masa kao detektorom.

Flavonoidi su u ljudskom organizmu ponasaju kao ksenobiotici, brzo se i opsezno
metaboliziraju u crijevnim i jetrenim stanicama pa se vjerojatno pojavljuju kao metaboliti u
krvotoku i urinu (Rothwell i sur., 2016). Bioloske aktivnosti flavonoida, uz njihove temeljne
mehanizme djelovanja, oslanjaju se na aktivnost njihovih metabolita zbog brze i opsezne
biotransformacije. Informacije o tome koji se flavonoidni metaboliti pojavljuju u plazmi su
klju¢ne za pravilnu procjenu njihove bioloSke aktivnosti. Isto tako je poznato da ¢e bioloske
aktivnosti flavonoidnih metabolita vjerojatno biti razlicite od aktivnosti njihovih roditeljskih
spojeva (Lotito i sur., 2011).

Selekcija naSih odabranih flavonoida temeljena je prema literaturi ogranicenim
podatcima o njihovom metabolizmu. Stani€ni mehanizmi njihovih brojnih bioloskih u¢inaka i
dalje su uvelike nepoznati. Do sada su u opisani luteolin kao metabolit apigenina (Breinholt i
sur. 2002), kvercetin kao metabolit kemferola (Barve i sur., 2013; Breinholt i sur., 2002),
eriodiktiol i karthamidin kao metaboliti naringenina (Chu i sur., 2016; Madej i sur., 2014) i
sterbin i naringenin kao metaboliti sakuranetina (Katsumata i sur., 2017). Istrazivanje je
pokazalo da humanih jetreni mikrosomi posredstvom citokrome P450 kataliziraju vec¢inom
reakcije O-demitelacije i aromatske hidroksilacije aglikona flavonoida.

Od analiziranin 30 flavonoida, 11 ih je pokazalo tendenciju biotransformacije
posredovane citokromima P450 od kojih su po prvi put opisani metaboliti flavona, 7-
hidroksiflavona, galangina, 3,7-dihidroksiflavona, 6-hidroksiflavona, akacetina i tangeretina
(Tablica 20).

U metabolizmu flavona posredovanom humanim jetrenim mikrosomima detektirana su
4 minorna metabolita, svi jedva vidljivi na UV-Vis detektoru. Dominantni metabolit bi bio 4’
hidroksiliran metabolit ili 4'-hidroksiflavon. Ostali su: dvostruko hidroksilirani metabolit na
polozajima 5 1 6 A prstena, metabolit hidroksiliran na 7 C atomu tj. 7-hidroksiflavon 1 posljedn;ji
na 6 C atomu ili 6-hidroksiflavon.

Istrazivanja su pokazala da 4'-hidroksiflavona u kombinaciji s fungicidima sprijecava
infekciju liS¢a pSenice tako povecava razinu osjetljivost gljivice Pyrenophora tritici-repentis,

inace rezistentnu na fungicide (Reimann i Deising, 2005).
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Tablica 20. Flavonoidi i njihovi opisani metaboliti.

Naziv flavonoida Masa metabolita Naziv metabolita
apigenin 286.0476 luteolin
302.0425, ) )
kemferol kvercetin, galangin
270.0527
238.0629, ) )
7-hidroksiflavon,
238.0625, ) )
flavon 6-hidroksiflavon ,
238.0629, ) )
4'- hidroksiflavon
256.0732
7- hidroksiflavon 254.0577 nije odreden
galangin 286.0474 kemferol
3,7-dihidroksiflavon 270.0528 bajkalein
224.0837,
6- hidroksiflavon 256.0736, nije odreden
240.0785
: 270.0528, o )
akacetin apigenin, luteolin
286.0477
naringenin 288.0634 karthamidin
. 302.0791, ) ) )
sakuranetin sterbin, naringenin
272.0686
tangeretin nije odreden

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da 7-hidroksiflavon ima antivirusno djelovanje
poglavito na enterovirus 71 (EV71). EV71 je glavni uzro¢nik djecje zarazne bolesti ruku, nogu
1 usta (eng. hand,foot and mouth syndrome), koja posljednjih godina kontinuirano prevladava
u Aziji. U natezim slucajevima kod djece zabiljeZeni su i smrtni slu¢ajevi. Eksperimerntalno
istrazivanje in vitro pokazalo je da 7-hidroksiflavona snazno inhibira replikacija virusne RNA
i stvaranje EV71 plakova u stanicama. Navedeni rezultati pokazali su da 7-hidroksiflavon moze
posluziti kao potencijalni zastitni agens u lijecenju bolesnika s kronicnom EV71 infekcijom
(Wang i sur., 2014).

Za neke flavonoide navodi se da imaju osteogeno djelovanje i potencijalno posjeduju
sposobnost lijeCenja osteoporoze inhibirajuci aktivnost osteoklasta. S druge strane rezultati in
vitro istrazivanja pokazali su da flavonoidni aglikoni poticu diferencijaciju i mineralizaciju

osteoblasta i na taj nacin stimuliraju osteogenu aktivnost (Wu i sur., 2013).

57



6-hidroksiflavon nalazi se u listovima biljke Barleria prioniti, a istrazivanja na
miSevima pokazala da posjeduje selektivni afinitet za receptore tipa A gama aminomaslacne
kiseline (GABA) i to za mjesto vezanja benzodiazepina i djeluje anksioliticki bez popratnog
ankonvulzivnog, sedativnog i1 miorelaksiraju¢eg ucinka (Ren 1 sur., 2010). Dosadasnja
istrazivanja 6-hidroksiflavona dokazala su njegovo protuupalno djelovanje u mezangijskim
stanicama bubrega, ¢ine ga privlaénim kandidatom za dijabeticku glomerulopatiju (Wang i sur.,
2015). Isto tako da ovaj flavonoid ucinkovito promice i osteoblasti¢nu diferencijacija i tako
stimulira osteogenezu (Lai 1 sur., 2014).

Nadalje dokazali smo da se 1 7-hidroksiflavon metabolizira humanim jetrenim
mikrosomima. Njegovom biotransformacijom nastaje znatna koli¢ina 4’ hidroksiliranog
metabolit, preko 30%. Metabolit nismo uspjeli odrediti, ali smo sigurni da se ne radi o krizinu
(spoj hidroksiliran na polozaju 5), a ni 3,7 ni 3,6 hidroksiliranim spojevima.

Galangin se iznimno slabo metabolizira dajuc¢i kemferol hidroksilacijom na 4' polozaju
i njegov strukturni izomer koji nastaju u jako maloj koli¢ini.

Kaempferol je polifenolni antioksidans koji se nalazi u vo¢u i povréu kao $to su brokula,
kupus, kelj, grah, endiv, poriluk, rajcica, jagode 1 grozde i u biljkama koje se obi¢no koriste u
tradicionalnoj medicini primjerice ginko i lipa (Calderon-Montafio, 2011). Mnoga istrazivanja
su pokazala blagotvorne dijetetske ucinke kempferola u smanjenju rizika od kroni¢nih bolesti,
posebno karcinoma (Barve i sur., 2009; Breinholt i sur., 2002). Njegovi antioksidantni/
protuupalni ucinci pokazali su se u razli¢itim modelima bolesti, uklju¢uju¢i one za
encefalomijelitis, dijabetes i astmu (Rajendran i sur., 2014).

Detektiran metabolit 3,7-dihidroksiflavona je najvjerojatnije hidroksiliran na polozaju
6 i time bi bio bajkalein, ali moguce je i da nastaje norvogonin koji je hidroksiliran na polozaju
8 ili ¢ak nesto sasvim trece. Samo je sigurno da nije apigenin, genistein ni galangin.

Bajkalein je glavni aktivni sastojak korijena Scutellaria koji je uobi¢ajeno koristen u
biljnoj medicini u mnogim azijskim zemljama. Dokazano je kao obecavajuce
kemoprevencijsko sredstvo za mnoge vrste raka. i djeluje protuupalno i anti-apoptoticki u
endotoksi¢nom Soku. Istrazivanja upucuju na to da lijeCenje njime moze pruZiti zastititu od
ozljede jetre uzrokovane sepsom i poboljsati prezivljavanje miSeva s polimikrobnom sepsom.
Mehanizam zastitnog djelovanja bajkaleina ukljuc¢uje njegovu sposobnost smanjenja upalnog
odgovora, inhibiranja apoptoze jetrenih stanica i suzbijanja MAPK i aktivacije NF-kB (Liu i
sur., 2015). Bajkalein takoder ima stimuliraju¢i efekt na diferencijaciju osteoblasta i tako

prevenira osteoporozu (Guo i sur., 2011).
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Kod 6- hidroksiflavon spontano dolazi do pucanja C prstena i time se gubi benzo-y-
piranska struktura karakteristi¢na za flavonoide. Iz naseg eksperimenta je evidentno da se
reakcija odvija i bez prisustva generirajuceg sustava i da se produkti metabolizma vi$e ne mogu
nac¢i na UV-Vis spektru.

Akacetin se 70%tno demetilira do apigenina koji u svojoj strukturi ima hidroksilne
skupine na polozajima C-5 i C-7 A-prstena i C-4 'B-prstena, a zatim se dio hidroksilira na 3’
polozaju dajuéi luteolin.

Apigenin pripada skupini flavonoida poznatih kao flavoni, nalazi se u vise
prehrambenih biljnih namirnica kao $to su per$in, celer, timijan, kamilica, luk, mati¢njak i
narance. Opsezne studije pokazale su da apigenin ima snazne antioksidativne, protuupalne i
antikancerogena svojstva (Nabavi i sur., 2015). Brojni bioloski u¢inci apegenina povezuju Se S
njegovim antioksidativnim ucincima 1 sposobnoS¢u uklanjanja slobodnih radikala. Stoga da
naslutiti da apigenin moze biti koristan u bolestima koje pogada oksidacijski stres, kao §to su
kardiovaskularni i neuroloski poremecaji. lako je poznato antikancerogeno djelovanje
apigenina klinicka ispitivanja na ljudima koja bi istrazila u¢inak suplementacije apigeninom na
prevenciju bolesti nisu provedena (Shukla i Gupta, 2010).

Mnoga su izvjes¢a pokazala da luteolin, flavon koji je uvelike prisutan u hrani, ima
preventivnu 1 terapijsku vrijednost za neurodegenerativne bolesti uklju¢uju¢i Alzheimerovu
bolest. U¢inak luteolina povezuje se S njegovom sposobnos¢u ublazavanja neuroinflamacije.
Luteolin takoder ima druge bioloske funkcije, ukljucujuéi antioksidativnu aktivnost koja moze
pruziti dodatnu korist za prevenciju Alzheimerove bolesti (Kwon, 2017). Antioksidativni i
neuroprotektivni ucinci luteolina ¢ine ga privlaénim kandidatom za dijabeticku neuropatiju.
Pronadeno je da luteolin ublaZzava abnormalan osjecaj, poboljSava brzinu provodenja Zivaca i
protok krvi Zivaca u Stakora s dijabetesom (Li i sur., 2015). Luteolin znacajno inhibira
enzimatsku aktivnost trombina za 29,1% 1 faktora Xa za 16,2%. Takoder inhibira formiranje
fibrinskog polimera. Pokazalo se da ispitivanje koagulacije luteolina produljuje
tromboplastinsko 1 protrombinsko vrijeme potvrdujuéi njegov antitrombotski u¢inak (Choi i
sur., 2015). Istrazivanja su pokazale da luteolin ima i protuupalno djelovanje i da znacajno
smanjuje funkciju i diferencijaciju osteklasta pa je moguci i potencijalni agens u prevenciji
osteoporoze (Kim i sur.; 2011).

Posljedni flavonoid sa zanimljivim rezultatima istrazivanja je tangeretin. Supstrat se
prvo demetilira na 4’ metoksi skupini, a zatim hidroksilira na 3’ polozaju. Iako smo dokazali

da se metabolizira humanim jetrenim mikrosomima nismo odredili metabolite.
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Metodom obrnuto-fazne tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti spregnutom sa
spektrometrom masa kao detektorom analizirali smo metabolizam 30 odabranih aglikona
flavonoida. Rezultati su pokazali da je u biotransformacije posredovane s humanim jetrenim
citokromom P450 uslo njih 11. Veéina reakcija bile su O-demitelacija i aromatske
hidroksilacija aglikona flavonoida nakon koje smo identificirano vise poznatih, ali i nepoznatih
metabolita. Po prvi put opisali smo metabolite flavona, 7-hidroksiflavona, galangina, 3,7-
dihidroksiflavona, 6-hidroksiflavona, akacetina i tangeretina. Slijedeca stepenica u buduéim
istrazivanjima bila bi identifikacija specifiénih citokroma P450 koji su katalizirali reakcije

biotransformacije tih 11 aglikona flavonoida.

60



6. ZAKLJUCAK
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Flavonoidi su heterogena porodica polifenolnih spojeva niske molekulske mase koji se
sintetiziraju u biljkama kao sekundarni biljni metaboliti. Pripadaju fitospojevima te se nalaze u
jestivom vocu i povréu. Redovitom konzumacijom pojedini flavonoidi pokazuju potencijal
modulacije ljudskog zdravlja tako da pomazu u prevenciji kroni¢nih i degenerativnih bolesti.
Njihovi brojni farmakoloski ucinci ¢ine ih zanimljivim za istrazivanje u podrucju farmacije.

Evolucijski se razvio ¢itav niz enzimskih sustava kojima je cilj ksenobiotike tj. strane
tvari prevesti (metabolizirati) u vodotopljiv oblik pogodan za izlu¢ivanje. Dominantni enzimi
u metabolizmu ksenobiotika, a time i flavonoida, su citokromi P450.

Od analiziranin 30 flavonoida, 11 ih je pokazalo tendenciju biotransformacije
posredovane citokromima P450 od kojih su po prvi put opisani metaboliti flavona, 7-
hidroksiflavona, galangina, 3,7-dihidroksiflavona, 6-hidroksiflavona, akacetina i tangeretina.

Humani jetreni mikrosomi sadrze citokrome P450 i u prisustvu NADPH kataliziraju
vec¢inom reakcije O-demitelacije i aromatske hidroksilacije aglikona flavonoida.

Ova studija je doprinjela boljem razumijevanju mehanizma dijelovanja
biotransformacije aglikona flavonoida posredovane s humanim jetrenim citokromom P450 i

otvorila nova pitanja njihove moguce primjene u istrazivanjima u podrucju farmacije.
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8.1. SAZETAK

Flavonoidi su heterogena porodica polifenolnih spojeva niske molekulske mase koji se
sintetiziraju u biljkama kao sekundarni biljni metaboliti. Pripadaju fitospojevima te se nalaze u
jestivom vocu i povréu. Redovitom konzumacijom pojedini flavonoidi pokazuju potencijal
modulacije ljudskog zdravlja tako da pomazu u prevenciji kroni¢nih i degenerativnih bolesti.
Njihovi brojni farmakoloski ucinci €ine ih zanimljivim za istrazivanje u podrucju farmacije.
Stani¢ni mehanizmi njihovih brojnih bioloskih uc¢inaka i dalje su uvelike nepoznati.

Citokromi P450 su neupitno najvazniji enzimi koji kataliziraju biotransformacije
lijekova. Sekvenciranjem ljudskog genoma je otkriveno da u ljudi postoji 57 citokrom P450
enzima. Podrucje biokemije 1 enzimologije citokroma P450 ostaje atraktivno, s mnogim
otvorenim pitanjima na koja trebamo odgovoriti, uklju¢ujuéi metabolizam flavonoida koji je
ispitan na relativno malom broju flavonoida.

Cilj ovog rada je in vitro postupcima utvrditi humane jetrene citokrome P450 odgovorne
za biotransformaciju 30 odabranih flavonoida primjenom humanih jetrenih mikrosoma. Za
pradenje metabolizma primijenjena je obrnuto-fazna tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti spregnuta sa spektrometrom masa kao detektorom. Od analiziranih 30
flavonoida, 11 ih je pokazalo tendenciju biotransformacije posredovane citokromima P450 od
kojih su po prvi put opisani metaboliti flavona, 7-hidroksiflavona, galangina, 3,7-

dihidroksiflavona, 6-hidroksiflavona, akacetina i tangeretina.
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8.2. SUMMARY

Flavonoids are a heterogeneous family of low molecular weight polyphenolic
compounds synthesized in plants as secondary plant metabolites. They belong to
phytochemicals and are found in fruits and vegetables. Regular consumption of individual
flavonoids shows the potential for human health modification in helping to prevent chronic and
degenerative diseases. Their numerous pharmacological effects make them interesting for
research in the field of pharmacy. Mechanisms of their numerous biological effects are still
largely unknown.

Cytochromes P450 are undoubtedly the most important enzymes that catalyze the
biotransformation of drugs. By sequencing the human genome, it has been found that there are
57 cytochrome P450 enzymes in humans. The field of biochemistry and cytochrome P450
enzymology remains attractive, with many open questions to be addressed, including the
metabolism of flavonoids researched on a relatively small number of flavonoids.

The aim of this paper is to determine in vitro the cytochromes P450 responsible for the
biotransformation of 30 selected flavonoids using human liver microsomes. Reverse-phase high
performance liquid chromatography with a mass spectrometer as a detector was used as the
method of screening. Of the analyzed 30 flavonoids, 11 showed the tendency of
biotransformation mediated by cytochrome P450. The flavonoids whos metabolisms were
described for the first time are: flavone, 7-hydroxyflavone, galangine, 3,7-dihydroxyflavone, 6-

hydroxyflavone, acacetin and tangeretine metabolites.
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