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1.UVOD



1.1.FLAVONOIDI

Hrana biljnog podrijetla sadrzi mnoge spojeve koji mogu mijenjati enzimske i kemijske reakcije
te stoga mogu pozitivno i negativno utjecati na ljudsko zdravlje. Biljke i biljni lijekovi su
konzumirani od dolaska ljudskog Zivota na zemlju pa su Stoga od davnina poznati u odrzavanju
zdravlja. Ovaj doprinos potjeCe od raznih bioloski aktivnosti spojeva koje nazivamo
fitonutrijentima ili fitokemikalijama, a jedna od vec¢ih skupina ovih spojeva su flavonoidi i
njihovi polimeri (Beecher, 2003). Flavonoidi su velika grupa biljnih sekundarnih metabolita
koja osigurava brojna povoljna svojstva, ali budu¢i da su strani spojevi, ksenobiotici, primjenu

flavonoida bas kao i lijekova treba uzeti s oprezom (Kumar i Pandey, 2013).

ZabiljezZen je porast interesa za flavonoide u terapijskom potencijalu zbog sve viSe blagotvornih
ucinaka prehrambenih flavonoida, no potrebno je opsezno istraziti metabolizam flavonoida,
utjecaj interindividualnih varijabilnosti na metabolizam, $to nastaje te $to je zapravo odgovorno

za njihove ucinke (Cassidy i Minihane, 2017).

1.1.1. ULOGA FLAVONOIDA U BILIKAMA

Flavonoidi su biljni pigmenti koji se sintetiziraju iz fenilalanina, obi¢no ih primjecujemo kao
nijanse Zute, narancaste, crvene, plave boje cvjetova i plodova (Slika 1). Budu¢i da su vrlo
rasprostranjeni botanicari ih koriste za taksonomsku klasifikaciju. Pojavljuju se u gotovo svim
biljnim dijelovima, osobito fotosintetiziraju¢im dijelovima biljne stanice, ali nema dokaza da
sudjeluju u fotosintetskom procesu (Tiwari i Husain, 2017). U biljkama flavonoidi igraju vaznu
ulogu u borbi protiv oksidativnog stresa i djeluju kao regulatori rasta.

Kao i kod ljudi tako i kod biljka promjene mogu izazvati stvaranje reaktivnih kisikovih specija
(nadalje: ROS) koje mogu dovesti do oksidativnog stresa. Kada su uvjeti okolisa ograni¢avajuci
(susa, niska/visoka temperature, nestasica hranjivih tvari) smanjuje se koli¢ina ROS
detoksificiraju¢ih enzima u kloroplastu pa se povecava biosinteza flavonoida koji pomazu u
uklanjanju ROS-a. Flavonoidi imaju sposobnost apsorbirati UV-zracenja, inhibirati stvaranja
ROS-a i gasiti ROS nakon §to se formirao. Struktura flavonoida odreduje antioksidativni
kapacitet i sposobnost apsorpcije UV—zracenja, pa tako dihidroksi B prsten ima najveci
antioksidativni kapacitet, a monohidroksilirani B prsten ima vecu sposobnost apsorpcije

zracenja (Kumar 1 Pandey, 2013).



Flavonoidi u biljkama sluze za rast biljaka, razvoj i obranu. Oni inhibiraju rast biljke
inhibicijom egzocitoze auksina (indol-3-octena kiselina) i mogu modulirati aktivnost proteina

uklju€enih u rast stanice djelujuci kao regulatori transkripcije (Havsteen, 2002).

Slika 1. Flavonoidi su pigmenti odgovorni za boju latica cvjetova (preuzeto s
https://www.proflowers.com)

1.1.2. KEMIJA | PODJELA FLAVONOIDA

Flavonoidi imaju polifenolnu strukturu koja se temelji na 15—¢lanom ugljikovom kosturu.
Struktura se sastoji od 2 benzenska prstena (A i B) povezana preko ,,mosta“ od 3 ugljika Kkoji
postaje dio heterociklickog prstena kada se kombinira s kisikom i 2 ugljikova atoma A prstena

(Slika 2; Kumar i Pandey, 2013).

Slika 2. Opc¢a struktura flavonoida



Flavonoidna skupina spojeva ovisno o poloZaju vezanja aromatskog prstena (B prstena) na
heterociklicki prsten dijeli se na flavonoide (aromatski prsten vezan na polozaj 2) i
izoflavonoide (aromatski prsten vezan na polozaj 3). Razli¢ite grupe flavonoida se razlikuju u
stupnju oksidacije i obrascu supstitucije C prstena dok se pojedina¢ni spojevi unutar grupe
razlikuju u obrascu supstitucije aromatskih prstena A i B. Flavonoidi s hidroksilnom skupinom
na C3 prstena C su 3-hidroksiflavonoidi (flavonoli, antocijani, katehini), a oni kojima nedostaje
ta hidroksilna skupina su 3-dezoksiflavonoidi (flavanoni i flavoni). Tablica 1 prikazuje
strukturnu podjelu flavonoida, najznacajnije predstavnike i najbogatije izvore flavonoida za

covjeka (Erlund, 2004; Kumar i Pandey, 2013).

Flavonoidi se rijetko pojavljuju u prirodi u slobodnom obliku kao aglikoni, a ¢eS¢e vezani za
Se¢ernu komponentu preko hidroksilnih skupina kao glikozidi. Takoder mogu polimerizirati u
veée molekule 1 kompleksnije strukture u samim biljkama ili kao rezultat prerade hrane, a sve
to pridonosi sloZenosti i velikom broju identificiranih molekula (Beccher, 2003). Raznolika
flavonoidna struktura pridonosi razlikama u bioloSkim ucincima koje su vidljive u

biodostupnosti i bioaktivnosti flavonoida (Cassidy i Minihane, 2017).

Flavonoidi su ¢esto hidroksilirani na polozajima 3, 5, 7, 3", 4" 1 5°. Neke od tih hidroksilnih
skupina Cesto su metilirane, acetilirane ili sulfatirane. Kada se formiraju glikozidi, glikozidna
veza se obi¢no nalazi na polozaju 3 ili 7, glikozidi su uglavnom O—glikozidi, a ugljikohidrati
koji se najvise susrecu tijekom formiranja glikozida su L-ramnoza, D-glukoza, glukoramnoza,

galaktoza, arabinoza (Havsteen, 2002).

Vrlo su reaktivni spojevi i mogu u¢i u gotovo bilo koju vrstu reakcije poznatu organskoj kemiji,
npr. redukcije, karbonilne reakcije, hidrofobne interakcije, tautomerije, izomerizacije.
Flavonoidi snazno apsorbiraju UV-zracenje 1 prisutni su u svim biljnim stanicama koje sadrze
plastide. Njihova elektronska svojstva ne ukljuuju samo hvatanje energije i prijenos vec i
biolosku selektivnost aktivacijom svjetlosno osjetljivih gena. Drugo upecatljivo svojstvo
flavonoida je fluorescencija koja se ¢esto koristi za identifikaciju i polukvantitativnu procjenu

koli¢ine flavonoida u biljnom materijalu (Havsteen, 2002).



Tablica 1. Strukturna podjela flavonoida, najznacajniji predstavnici i najbogatiji izvori

flavonoida za Covjeka

Podjela i struktura flavonoida

Najznacajniji predstavnici i najbogatiji izvori u

FLAVONOIDI

prehrani
FLAVONOLI Najces¢i flavonol u prehrani je kvercetin. Njegova
najvisa koncentracija pronadena je u luku, a ostali
izvori kvercetina su ¢aj, jabuka i vino. Kemferol,
a miricetin, izoramnetin, galangin su jo$ neki od
g o flavonola prisutni u prehrani.
8 ANTOCIJANIDINI Najces¢i antocijanidini su pelargonidin, cijanidin,
™ delfinidin i malvidin. Odgovorni su za crvenu, plavu i
@ o ljubicastu boju jestivog voca i povréa kao §to su to
8 O | Sljive, jabuke, patlidzan.
9 OH
jl: KATEHINI Najvisa koncentracija katehina je u ¢aju i crvenom
vinu, a inace su prisutni u kakau, ¢okoladi, treSnjama,
o jabukama, kruSkama, breskvama. Neki predstavnici su
©il silimarin, silibinin, taksifolin, (+)-katehin.
OH
FLAVANONI Javljaju se gotovo isklju¢ivo u citrusnom vocu, a
_ najveca koncentracija je pronadena u krutom tkivu
o) O . voca. Hesperidin, narirutin, naringin, naringenin su
Z . . . . .
g ©1’J neki od flavonona koje nalazimo u citrusima.
1 |
T
o | FLAVONI Glavni flavoni u prehrani su apigenin i luteolin.
\'4
8 Njihov unos hranom je nizak jer dolaze u znacajnim
&) koncentracijama u biljkama koje se ne konzumiraju
|
™ svakodnevno u vecoj mjeri — crveni papar i celer.

Uglavnom se javljaju u mahunarkama, a najveca
koncentracija je u soji i proizvodima od soje, znatno
niza u ostalim mahunarkama, a jo$ niza u ostalom
vocu 1 povréu. Dominantni izoflavonoidi su genistein

i daidzein.




1.1.3. FLAVONOIDIMA BOGATA HRANA

Flavonoidi su komponente prehrane brojnih biljojeda i svejeda, ukljucujuci covjeka. Buduci da
su fitokemikalije, ne mogu se sintetizirati od strane ljudi i1 Zivotinja. Pronadeni su u vocu,
povréu, pi¢ima poput crvenog vina, sokova, piva, a odgovorni su za boju, okus, prevenciju
oksidacije masti i za$titu vitamina i enzima u hrani. Tablica 1 uz strukturnu karakterizaciju
prikazuje 1 najznacajnije prehrambene izvore pojedinih skupina flavonoida, iz ¢ega je vidljivo
da tip flavonoida varira ovisno o vrsti prehrambenog izvora. Takoder, sastav iste biljke
uzgojene na razli¢itim podru¢jima moze se znacajno razlikovati u sastavu ovisno o genetskim
¢imbenicima, klimi, kvaliteti tla, koli¢ini svjetla 1 drugim vanjskim faktorima. Stoga
kontrolirana kultivacija i selekcija predstavlja prvi korak da se osigura dosljedna koncentracija

specifi¢nih spojeva ili grupe spojeva (Pietta i Gardana, 2003).

Polifenolna struktura flavonoida osjetljiva je na postupke prerade hrane i rukovanja hranom.
Luk tijekom skladiStenja izgubi 25-33% kvercetina u prvih 12 dana, nakon toga su primijeceni
mali gubici. Hrana koja ima veliku povrSinu ili rupturirane stani¢ne zidove tijekom kuhanja u
vodi izgubit ¢e znatnu koli¢inu flavonoida. Zbog svega ovoga vrlo je teSko procijeniti ukupan
unos flavonoida, pretpostavlja se da je prosje¢na potro$nja od 20 mg/dan do 70 mg/dan.
Pojedini pregledi navode razlicite vrijednosti unosa koje se kre¢u od nekoliko stotina miligrama

na dan pa do 1-2 grama dnevno (Beecher, 2003).

Vaznije od ukupnog unosa flavonoida moze biti unos pojedinih flavonoidnih grupa, ali ni to
nije svugdje jednako jer ovisi o navikama nacije pojedine zemlje. U Nizozemskoj je povecana
konzumacija flavonola zbog popularnosti ¢aja kao pica, a sliéno tome u Japanu je vrlo
konzumirana soja i hrana od soje pa kao rezultat toga veca je potro$nja izoflavonoida u
usporedbi s ostalim grupama flavonoida (Hodek, 2012). Iako su flavonoidi uz klasi¢ne hranjive
tvari (npr. proteine, aminokiseline, vitamine, minerale) sveprisutni i smatra se da povoljno
utjecu na bioloSke aktivnosti tako da smanjuju rizik od kroni¢nih bolesti, oni naposljetku nisu
klasificirani kao vitamini. Razlog tome je Sto ¢e odsutnost klasi¢nih hranjivih tvari uzrokovati
deficitarne bolesti, a odsutnost flavonoida u prehrani nece izazvati takve abnormalnosti

(Beecher, 2003).



1.1.4. METABOLIZAM FLAVONOIDA U LJUDI

VazZna mjesta metabolizma flavonoida su gastrointestinalni lumen, stanice intestinalnog zida i
jetra. Metabolizam flavonoida ide fazom 1 i fazom 2 biotransformacije sli¢no kao i kod
lijekova, a cilj je brza detoksikacija i polarniji produkti koji se mogu lakSe izluciti iz tijela.
Poznavati metabolite flavonoida je stvar interesa jer mogu utjecati na bioloSku aktivnost spoja
(Erlund, 2004).

Flavonoidi se oslobadaju iz hrane Zvakanjem, a nadalje se oligomerni flavonoidi mogu
hidrolizirati u monomere i dimere pod utjecajem kiselih uvjeta u zelucu. Daljnja apsorpcija
ovisit ¢e o fizikalno-kemijskim svojstvima kao S§to je molekularna masa, konfiguracija,

lipofilnost, topljivost, pKa (Kumar i Pandey, 2013).

Flavonoide obi¢no konzumiramo u obliku glikozida jer su kao takvi prisutni u biljkama,
iznimka su katehina, a aglikoni se oslobode u epitelu ili lumenu tankog crijeva ili pak moraju
do¢i do debelog crijeva prije apsorpcije gdje su izlozeni hidrolizi i fermentaciji posredovanoj
mikrobiomom (Cassidy i Minihane, 2017). Aglikoni se lako apsorbiraju u tankom crijevu
pasivnhom difuzijom kao rezultat povecane lipofilnosti, dok se glikozidi uglavnom moraju

prevesti u oblik aglikona (Kumar i Pandey, 2013).

Laktaza florizin hidrolaza (nadalje: laktaza/LPH) i B-glukozidaza su enzimi koji u lumeni
tankog crijeva hidroliziraju flavonoidne glikozide u njihove aglikone, nakon ¢ega se oslobodeni
aglikoni mogu apsorbirati. Alternativno se hidrofilni flavonoidni glikozidi, poput kvercetina,
mogu izravno prenijeti u epitel preko epitelnih transportera kao $to je Na'-glukoza
kotransporter, a ti glikozidi se onda naknadno hidroliziraju unutarstani¢nom citosolnom -
glukozidazom. Stoga, do hidrolize svakako dolazi bilo u lumenu tankog crijeva ili epitelu.
Antocijani su iznimka jer su prisutni u plazmi i urinu kao glikozidi, razlog toga je nestabilan
aglikon pri pH crijeva pa i mali udio glikozida koji se apsorbira je vazan (Cassidy i
Minihane,2017). Flavonoidi koji nisu supstrati ovih enzima 1 ve¢e molekule provode se do
debelog crijeva gdje bakterije imaju sposobnost hidrolize flavonoidnih glikozida, ali
istovremeno mogu degradirati oslobodene flavonoidne aglikone. Enzimi odgovorni za hidrolizu
su uglavnom enzimi gastrointestinalnih bakterija. Mikrobiom debelog crijeva igra vaznu ulogu
u katabolizmu neapsorbiranih flavonoida u manje molekule kao $to su fenolne i aromatske
kiseline koje mogu postati bioraspolozive. Budu¢i da je apsorpcijska sposobnost debelog

crijeva znatno manja od tankog crijeva, ocekuje se samo mala apsorpcija tih glikozida (Kumar
i Pandey, 2017).



Nakon apsorpcije flavonoida, u jetri se podvrgavaju metabolizmu faze 1 i faze 2. Medu
enzimima uklju¢enim u fazu 1 metabolizma ksenobiotika, citokrom P450 igra klju¢nu ulogu jer
¢ini 70-80% svih enzima faze 1 (Hodek, 2012). Flavonoidi se mogu podvrgnuti oksidaciji, O-
demetilaciji i/ili C-hidroksilaciji kataliziranoj s citokromom P450. Produkti dobiveni
metabolizmom u fazi 1 ¢ine mali udio metabolita flavonoida §to je vjerojatno zbog brze faze 2
metabolizma koja naj¢e$¢e  ukljucuje  glukuronidaciju enzimom UGT (UDP-
glukuronoziltransferaza), sulfataciju enzimom SULT (sulfotransferaza) ili metilaciju enzimom
COMT (katehol-O-metiltransferaza; Cassidy i Minihane, 2017).

Osim §to se flavonoidi metaboliziraju s citokromima, oni mogu utjecati na citokrome tako da
poticu ekspresiju i povecavaju kapacitet metabolizma ksenobiotika ili mogu inhibirati
djelovanje citokroma izravno se vezué¢i na enzim. Pokazalo se da citokrom P450 1A2 (nadalje:
CYP 1A2) igra vaznu ulogu u hidroksilaciji i demetilaciji flavonoida. Ostali citokromi
(CYP3A4, CYP2C9, CYP2EI1, CYP2B6) takoder imaju znacaj u metabolizmu flavonoida, ali
je manji. Smatra se da je preduvjet za vezanje na CYP1A2 prisutnost viSestrukih hidroksilnih
skupina, ponajvise dvije na poziciji C5 i C7. Visoko inhibitorni u¢inak na CYP1A2 imaju
planarne molekule malog volumena, a glikozilacija, prisutnost nekoliko hidroksilnih i/ili

metoksi skupina rezultira smanjenjem inhibitornog kapaciteta (Hodek, 2012).

Nakon faze 2 nastali glukuronidni, sulfatni i metilni konjugati su sada polarniji spojevi i mogu
se izlu€iti putem bubrega u mokracu ili putem zu¢i u tanko crijevo gdje enterohepaticka
cirkulacija moZe izazvati ponovnu apsorpciju flavonoida. Slika 3 prikazuje saZetak apsorpcije
i postapsorpcijskog metabolizma flavonoida (Cassidy i Minihane, 2017). Sto se tide
biodostupnosti ona znacajno varira izmedu raznih grupa i spojeva, a varijacije u bioloskoj
raspolozivosti flavonoida su prisutne i1 zbog fizioloSkih (masa, sastav tijela, motilitet
gastrointestinalnog trakta) i molekularnih faktora (razlike u sintezi transportera ili enzima
uklju€enih u biotransformaciju). Takoder izvor hrane moZe utjecati na bioraspoloZivost, primjer
toga je apsorpcija kvercetina i1z luka koja je 4 puta ve¢a u odnosu na apsorpciju iz jabuke ili

¢aja (Erlund, 2004; Kumar i Pandey, 2013).
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Slika 3. Prikaz apsorpcije i postapsorpcijskog metabolizma flavonoida

1.1.5. BIOLOSKI UCINCI FLAVONOIDA

Flavonoidi imaju razli¢ita bioloska svojstva kojima promicu zdravlje 1 pomazu smanjiti rizik
od bolesti (Kumar i Pandey, 2013). Najbolje opisano svojstvo gotovo svake skupine flavonoida
je njihova antioksidativna aktivnost koja se ocituje kroz smanjeno stvaranje ROS-a i/ili
uklanjanje istog. Osim §to posjeduju antioksidativnu aktivnost isti¢u se jo$ i po protuupalnim,

antibakterijskim, antivirusnim, kemoprotektivnim svojstvima (Pietta i Gardana, 2003).

Antioksidansi su specifiéni spojevi koji Stite ljudske, Zivotinjske i biljne stanice od §tetnih
ucinaka slobodnih radikala, a uc¢inkovitost flavonoida kao antioksidansa ovisi o konfiguraciji,
supstitucija i ukupni broj hidroksilnih skupina u nuklearnoj strukturi. Flavonoidi koji imaju
3", 4'-katehol u B prstenu i prisutnost 2,3-nezasi¢ene veze u konjugaciji s 4-okso skupinom u
prstenu C imat ¢e jacu antioksidativnu aktivnost od flavonoida koji nemaju ove skupine (Kumar
i Pandey, 2013). Slobodni radikali javljaju se tijekom fizioloskih procesa, posebice u
respiratornom lancu i oksidacijama ili tijekom izloZenosti zraenju (Havsteen, 2002).
Antioksidativna aktivnost flavonoida ukljucuje supresiju stvaranja ROS-a inhibicijom enzima,
uklanjanje slobodnih radikala i regulaciju antioksidativne obrane. Tako stite bioloske sustave



od Stetnog ucinka oksidativnog procesa na makromolekule i DNA (Tiwari i Husain, 2017).
Pojava, polozaj, struktura i broj Seéera u flavonoidu igra vaznu ulogu u antioksidativnoj
aktivnosti. Aglikoni su uglavnom snazniji antioksidansi od glikozida, ali ponekad Secerni dio

moze povecati bioraspolozivost (Kumar i Pandey, 2013).

Flavonoidi su se pokazali i kao spojevi koji imaju povoljan ucinak u prevenciji
kardiovaskularnih bolesti. Brojna istrazivanja primijetila su da flavonoidi pokazuju
antitrombotsku aktivnost i zato se vjeruje da osiguravaju odredenu kardiovaskularnu zastitu
Sto je od izuzetne vaznosti budu¢i da je vecina starije populacije u razvijenim zemljama
pogodena ovim bolestima. Flavonoidna antitrombotska aktivnost potice od inhibicije
ciklooksigenaza (nadalje: COX), lipooksigenaza (nadalje: LOX), tirozin kinaza, fosfodiesteraza

kao 1 povecéane proizvodnje prostaciklina putem endotelnih stanica (Boji¢ i sur., 2011).

Nadalje, u€inkovitost flavonoida protiv razli¢itih mikroorganizama nije zacudujuca buduci da
se flavonoidi u biljkama sintetiziraju kao jedan od obrambenih mehanizama protiv mikrobnih
infekcija. Njihov nain antimikrobnog djelovanja moze biti povezan sa sposobnoséu
inaktivacije mikrobnih adhezina, enzima i proteina stani¢nog transporta, a lipofilni flavonoidi
mogu poremetiti membrane mikroorganizama. In vitro katehini su pokazali antibakterijsko
djelovanje protiv Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Shigellae; prema tome flavonoidi bi
mogli posluziti kao izvor inspiracije za razvoj novih antibiotika ili bar kao alternativni
konvencionalni antibiotici (Kumar i Pandey, 2013). Ovi spojevi bi takoder mogli biti vaZzan
izvor informacija i1 za razvoj novih antivirusnih lijekova zbog dostupnosti i ocekivanih niskih
nuspojava. In vitro je zabiljezeno da flavonoidi imaju u¢inke na Sirok raspon biljnih i
zivotinjskih virusa, a koji mehanizam lezi ispod antivirusnih svojstva nije potpuno razjasnjeno,

trenutna znanja predlaZzu djelovanje i na virus i na stanicu domacina.

OpaZzen protuupalni u€inak vidljiv je zbog inhibicije LOX 1 COX enzima koji su ukljuceni u
biosintezu leukotriena i prostaglandina, a time se smanjuje stvaranje i oslobadanje proupalnih
citokina i medijatora (Hodek, 2012). Flavonoidi imaju utjecaj na inicijaciju upale i imuni

odgovor preko inhibicije kinaza koje su klju¢ni regulatorni enzimi upale.

Za silimarin je primije¢eno da stimulira enzimsku aktivnost DNA-ovisne RNA polimeraze 1 i
kasnije biosintezu RNA i proteina $to rezultira biosintezom DNA, stani¢cnom proliferacijom,

snizenom peroksidacijom lipida i regeneracijom oStecene jetre (Kumar i Pandey, 2013).
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Uz flavonoide se povezuje i povoljni ucinci na kognitivne funkcije, Parkinsonovu bolest kao i
manji rizik od astme i razvoja dijabetesa tipa 2 (Cassidy i Minihane, 2017; Erlund, 2004).
Flavonoidi se mogu specifi¢no vezati za neke receptore makromolekula kao $to su to estrogeni
receptori (ER-o i ER-B) i GABA receptori (gama-aminomasla¢na kiselina). Tako flavonoidi
mogu izazvati anksioliticki ucinak vezuéi se kao kompetitivni ligandi na benzodiazepinsko
vezno mjesto. Estrogeni/antiestrogeni efekt mogu izazvati fitoestrogeni koji pripadaju grupi
izoflavona. Strukturno su sli¢ni 17f-estradiolu te se vezu na estrogene receptore tako da nesto
vise preferiraju ER- dok se endogeni estrogeni vezu istim afinitetom za ER-a 1 ER-B. Unos
hrane bogate izoflavonima je povezan s manjim rizikom od karcinoma prostate, dojke kao i
redukcijom simptoma menopauze. Prema tome flavonoidi se prikazuju i kao kemoprotektivni
spojevi. Oni utjecu na pocetne i napredne stupnjeve kancerogeneze, blokiraju ekspresiju enzima

ili razinu aktivnosti, zasticuju stanicu od ROS-a, interferiraju s procesom apoptoze itd.

Uz sve ove navedene bioloske aktivnosti flavonoida, ¢ini se kao da flavonoidi preveniraju sve
bolesti i osiguravaju zdravlje. In vitro, ex vivo i epidemioloske studije mogu pokazati takve
rezultate, ali klinicka istrazivanja teSko da takve obecavajuce aktivnosti mogu potvrditi. Razlog
tome je Sto su in vitro studije provedene s nerealnim koncentracijama flavonoida koje se in vivo
ne mogu posti¢i zbog biodostupnosti i metabolizma flavonoida. Takoder, flavonoidi su osim
kao kemoprotektivni spojevi prikazani i kao citotoksi¢ni, a aktivnost vjerojatno ovisi o uvjetima
ciljnih stanica. Ni antioksidativna aktivnost flavonoida nije apsolutna jer flavonoidi mogu u
nekim slucajevima djelovati kao prooksidansi, a sve ovisi o eksperimentalnim postavkama,

koncentraciji flavonoida, tipu stanice ili stanju kulture stanica (Hodek, 2012).
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1.2.CITOKROM P450 1A2

Citokrom P450 su proteini, ¢lanovi superporodice hemproteina, koji metaboliziraju oksidativne
biotransformacije lipofilnih supstrata u polarnije produkte. Kod sisavaca sustav enzima
citokrom P450 ¢ini integralni dio membranskih proteina i sastavni je dio strukture membrane
mitohondrija i endoplazmatskog retikuluma, a aktivnost enzima opaZena je i u membranama
jezgre, plazme i Golgijevog aparata (Rendi¢ i Medi¢-Sari¢, 2013). Fluidnost i naboj membrane
moze znacajno utjecati na kataliticka svojstva enzima, budu¢i da o ovim svojstvima ovisi
pokretljivost proteina u membrani pa promjenom prehrane moze doé¢i do promjene u sastavu

membrane, a posljedi¢no i do promjene fluidnosti membrane (Rendi¢, 1995).

Sredi$nja znacajka katalitickog ciklusa citokroma P450 jest sposobnost hemskog Zeljeza da,
nakon vezanja supstrata na enzim, sudjeluje u oksidativno-reduktivnim reakcijama kojima se
iz molekulskog kisika jedan atom kisika ugraduje u supstrat, a drugi reducira u oksidativni

stupanj kisika u vodi.
RH + Oz + NADPH + H* €% ROH + NADP* + H,0

Za oksigenaciju supstrata potrebna su dva protona i dva elektrona. Donori protona i sustavi za
prijenos ovise o smjestaju u Stanici i izvoru enzima. Mehanizam reakcije je identi¢an za sve
enzime bez obzira kojoj porodici enzima pripadaju. Razlike medu enzimima ocituju se u

specifiénosti prema supstratima (Rendi¢ i Medié-Sarié, 2013).

Ekspresija i aktivnost citokroma P450 je pod utjecajem okolisa i genetskih faktora i ovisi o
fizioloSkom 1 patofizioloSkom stanju organizma (Dvorak, 2012). Gotovo svaka tvar koja se
pojavljuje u okoliSu moze biti supstrat, induktor 1/ili inhibitor jednog ili viSe enzima iz ove
skupine i samim time potencijalno imati u¢inak na metabolizam endogenih tvari i supstrata ovih
enzima (Rendi¢, 1995). Kod metabolickih pretvorbi ksenobiotika prevladavaju oksidacijski
procesi 1 >90% svih oksidacijskih reakcija katalizirano je enzimima citokrom P450 (Rendi¢ 1
Medié-Sarié, 2013). U ¢ovjeka je do sad identificirano 57 enzima, a smatra se da je otprilike
¢etvrtina ukljuena prvobitno u metabolizam ksenobiotika, u odnosu na ostale koji su ukljuceni

i u fizioloske procese kao npr. metabolizam sterola (Guengerich, 2006).

Od 57 enzima, 5 ih je ukljuceno u metabolizam veéine lijekova - CYP3A4/3A5, CYP2D6,
CYP2C9, CYP2C19, CYP1A2. Citokrom P450 1A2 (CYP1A2) je jedan od ,,5 velikana® i
odgovoran je za 9% metabolizma lijekova i 15% metabolizma ostalih ksenobiotika.
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1.2.1. EKSPRESIJA | POLIMORFIZAM CITOKROMA P450 1A2

CYP1AZ2 je uglavnom eksprimiran u jetri s udjelom od 6-13% s razinom varijabilnosti do 40
puta medu pojedincima. Pojedini radovi navode ekspresiju i u nekim ekstrahepati¢kim tkivima
poput kolona, mozga, nazalne mukoze. Citokrom P450 mogu tvoriti komplekse od 6-10
proteina (rotamere) u membrani koji olakSavaju transport metabolita medu enzimima. Tako se
CYP1Al i CYP1A2 mogu funkcionalno povezati tako da CYP1ALl katalizira npr. nastajanje
primarnih fenola, a CYP1A2 dalje metabolizira fenole do diolepoksida (Guengerich, 2015;
Rendi¢, 1995).

Geni CYP1A2 (CYP1AZ2) sastoje se od 7 eksona i 6 introna i nalaze se na kromosomu 15qg24.1
(Zanger i Schwab, 2013). Klju¢ni transkripcijski faktor CYP1A2 gena je aril-ugljikovodi¢ni
receptor (nadalje: AhR) koji je sveprisutan u ljudskom tkivu. Mnoge stanicne funkcije poput
imunog odgovora, diferencijacije stanica, ekspresije gena za metabolizam lipida, regulacije
stani¢nog ciklusa ovise o aktivaciji AhR endogenim ligandom, medutim AhR je podlozan
aktivaciji i egzogenim ligandima, a konac¢ni stani¢ni odgovor ovisi o prirodi liganda (Dvorak,
2012). Takoder je zapazeno da na regulaciji CYP1A2 gena utje¢e LXRL (Liver X receptor
alpha) i DHEA (dehidroepiandrosterone) gdje posljednji djeluje tako da destabilizira mMRNA i
smanjuje regulaciju CYP1A2 gena (Guengerich, 2015).

In vivo, aktivnost CYP1A2 pokazuje zna¢ajan stupanj individualnih varijacija. Jedan od razloga
mogu biti negenetski ¢imbenici (prehrana, zagadivaci, puSenje) koji utjeu na in vivo aktivnost
i/ili ekspresiju CYP1A2. Smanjena ekspresija pronadena je kod donora jetre s povecanim
jetrenim probama, poveé¢anim C-reaktivnim proteinom (CRP) i kolestazom (Zanger i Schwab,
2013). Drugi razlog je pojava polimorfizma u CYP1A2 genu (Sachse, 2003). 41 alel je poznat,
a jo§ 5 jednostrukih nuklearnih polimorfizama (SNP) je zabiljezeno, ali njihovi haplotipovi jo§

nisu otkriveni (www.pharmavar.org). Neke od varijacija povezane su S promijenjenom

ekspresijom ili inducibilno$c¢u, a samim time i promijenjenom enzimskom aktivnosti, obi¢no
smanjenom. Buduci da je CYP1A2 znacajan u bioaktivaciji prokarcinogena, brojne studije su
istrazivale njegovu povezanost s razli¢itim oblicima karcinoma (Zanger 1 Schwab, 2013). Kod
osoba s kolorektalnim karcinomom uocena je visa aktivnost CYP1A2 $to je i za ocekivati jer je
stalno prisutna povecana bioaktivacija prokarcinogena i Samim time veca vjerojatnost razvoja

karcinoma, takoder su povezane genetske varijacije CYP1A2 s karcinomom pluca.

CYP1A2*1C alel povezan je s nizom enzimskom aktivnosti CYP1A2, dakle smanjen je
metabolizam kofeina, koji je supstrat ovog enzima, i aktivacija prokarcinogena. Jedan od
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detaljnije istraZenih alela je CYP1A2*1F koji je povezan s visokom inducibilno§¢u, npr. pusaci
s ovim alelom imat ¢e znacajno povecan metabolizam kofeina (Guengerich, 2015; Sachse,
2003). Ovaj polimorfizam je takoder povezan s povecanim rizikom od nasljednog medularnog
karcinoma i poveéanim rizikom od hipertenzije. Primijeceno je da se lokus povezan s krvnim
tlakom nalaze na kromosomu gdje i CYP1A2 geni (15924.1). Budu¢i da je kofein supstrat
CYP1A2, istrazivana je povezanost izmedu unosa kofeina i hipertenzije no potrebne su dodatne

studije jer su rezultati jo$ uvijek sporni (Guessous i sur., 2012; Merve i Giil, 2017).

Pojedinci s razli¢itim CYP profilom mogu primiti drugacije povoljne u¢inke od prehrambenih
flavonoida pa u kojoj mjeri ¢e flavonoidi imati povoljne u¢inke na zdravlje i prevenciju bolesti

ovisi 0 enzimima i o biotransformaciji flavonoida (Breinhold i sur., 2002).

1.2.2. SUPSTRATI | REAKCIJE

Svojstvo ovog enzima je da pokazuje preferenciju za aromatske amine i heterociklicke spojeve
iz Cega je zakljuCeno, kao i iz kristalne strukture CYP1A2 u kompleksu s a—naftoflavonom
(nadalje: aNF), da je mjesto vezanja supstrata kompaktno, zatvoreno, tj. da se stvara planarni
dzep, koji je idealan za smjestaj ukrucenih, povrsinski velikih, planarnih policiklickih molekula

(Rendi¢, 1995; Zanger i Schwab, 2013).

CYP1A2 je stoga ukljucen u bioaktivaciju mnogih kancerogenih spojeva kao $to su policiklic¢ki
aromatski amini (nadalje: PAH), aromatski amini, heterociklicki amini (nadalje: HA), N-
nitrozamini (Guengerich, 2015). Spojevi poput heterociklickih amina i PAH-ova moju nastati
tijekom przenja ili peCenja mesa, a metabolizam preko CYP1A2 rezultira stvaranjem reaktivnih
metabolita koji se mogu vezati s DNA i stvarati adukte koji imaju potencijal da uzrokuju
mutacije i povecavaju rizik za karcinom (Sachse, 2003). Stoga visoka in vivo aktivnost
CYPIA2 bi mogla posluziti kao ¢imbenik osjetljivosti za otkrivanje karcinoma mokra¢nog
mjehura, kolona, rektuma gdje je izloZenost spojevima kao Sto su PAH 1 HA ukljuceno u
etiologiju bolesti (Guengerich, 2015). Jedan od vaznijih karcinogena je aristoloska kiselina
(nadalje: AA) koja je povezana s nefropatijom i urotelijalnim karcinomom. Nefropatija
uzrokovana AA opazena je u skupini belgijskih Zena koje su konzumirale pilule za mrSavljenje
s ekstraktom biljke iz roda Aristolochia i te pacijentice su brzo progredirale do krajnjeg stadija
renalne bolesti. Balkanska endemska nefropatija je takoder povezana s AA i karcinomom

prostate. Nakon metaboliziranja AA identificirani su specificni AA-DNA adukti koji dovode
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do mutacija koje su pak povezane s karcinogenezom. U ljudskim jetrenim mikrosomima je
upravo CYP1A2 odgovoran za nitroredukciju AA koja vodi ka stvaranju DNA adukta, ali isto
tako ovaj enzim je odgovoran i za reakciju demetilacije i stvaranje 8-hidroksiaristoloske
kiseline koja se smatra reakcijom detoksikacije. Koju od reakcija ¢e CYP1A2 katalizirati ovisi
o0 uvjetima, to¢nije o koncentraciji kisika. Dominantna reakcija je reakcija demetilacija i smatra

se da je 87% te reakcije u jetri posredovano CYP1A2 (Striborova i sur., 2012).

Zbog svoje visoke ekspresije u jetri, CYP1A2 sudjeluje u metabolizmu niza lijekova, razli¢itih

skupina, a neki od njih su navedeni u Tablici 2 (Zanger i Schwab, 2013).

Tablica 2. Neki od lijekova metabolizirani enzimom CYP1A2 (Zanger i Schwab, 2013)

CYP1A2 supstrati — lijekovi
Analgetici i antipiretici paracetamol, fenacetin, lidokain
Antipsihotici olanzapin, klozapin
Antidepresivi Duloksetin
Protuupalni lijekovi Nabumetone
Kardiovaskularni lijekovi propranolol, triamteren, guanabenz
Inhibitori kolinesteraze Takrin
Miorelaksansi Tizanidin
Hipnotici Zolpidem
Antiasmatici Teofilin

CYP1AZ2 takoder sudjeluje u metabolizmu nekih endogenih spojeva kao $to su to eikosanoidi,
arahidonska kiselina, prostaglandini, melatonin, retinoi¢na kiselina, estrogen. Najznacajniji
endogeni supstrati ovog enzima su 173-estradiol 1 estron. Hidroksilacija u polozaju 2 je najces¢a
reakcija i smatra se prevencijom oksidacije 17p3-estradiola u potencijalno reaktivnije 4-hidroksi
produkte (Slika 4; Guengerich, 2015).
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Slika 4. Reakcija hidroksilacije 17p3-estradiola u polozaju 2

Ponekad metabolizam lijeka ili kemijskog spoja ide u ve¢oj mjeri preko jednog enzima, tada se
takvi spojevi mogu iskoristiti za ispitivanje aktivnosti enzima u nekom tkivu. Kofein je jedan
od najkoristenijih spojeva diljem svijeta i gotovo se potpuno metabolizira (samo 3% doze
nepromijenjeno u urinu), a glavna metaboli¢ka reakcija je N3-demetilacija u paraksantin koja
¢ini 80% metabolickog puta kofeina (Slika 5). 1z tog razloga se ova reakcija koristi za
odredivanje CYP1A2 aktivnosti u ljudi (Shirley i sur., 2003).

L L
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Slika 5. Marker reakcija — N3-demetilacija kofeina

Fenacetin se enzimom CYP1A2 pretezito metabolizira O-deetilacijom u paracetamol (Slika 6).
Ova reakcija se koristi u in vitro ispitivanjima aktivnosti CYP1A2 buduéi da je fenacetin
povucen s trziSta jer su istrazivanja na Zivotinjama povezala primjenu fenacetina s pojavom
nefropatije. Povucen je iako nefropatija kod ljudi nije povezana s fenacetinom. Smanjena
aktivnost CYP1A2 utjeCe na metabolizam fenacetina tako da dolazi do potencijalno toksi¢nog
sekundarnog puta koji je pracen deacetilacijom, formiranjem kinonimina i

methemoglobinemijom (Rendi¢ i Medi¢-Sari¢, 2013).
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Slika 6. O-deetilacija fenacetina

1.2.3. INDUKTORI I INHIBITORI CYP1A2

Indukcija gena je sloZzen proces koji najcesée zapocinje vezanjem male molekule, liganda, za
receptor §to rezultira ekspresijom funkcionalnog proteina. Kljuéni transkripcijski faktor
CYPI1A2 gena je AhR koji je podlozan aktivaciji egzogenim ligandima, stoga ksenobiotici koji
aktiviraju AhR su zapravo CYP1AZ2 induktori. Dioksini, 3-metilkolantren, 5,6-benzoflavon su
neki od ksenobiotika koji djeluju kao egzogeni ligandi, aktiviraju AhR i mogu dovesti do
endogenih poremecaja i toksi¢nih u¢inaka (Dvorak, 2012). Omeprazol i primakin spadaju u
atipi¢ne induktore jer djeluju na transkripciju, ali bez vezanja na AhR (Zanger i Schwab, 2013).
Bitan induktor ovog enzima je pusenje koje moze znac¢ajno povecati CYP1A2 aktivnost i samim

time smanjiti u¢inak CYP1A2 supstrata.

Atipi¢ni antipsihotik, olanzapin, koristi se u lijeCenju shizofrenije, bipolarnog poremecaja i
drugih psihoti¢nih stanja, a metabolizira se preko CYP1A2. Pusenje kao induktor enzima
pridonio je 40% veéem klirensu olanzapina medu pusacima u usporedbi s nepusac¢ima. Mnogi
psihijatrijski bolesnici puse pa ako dode do prestanka pusenja koncentracija olanzapina u
plazmi bit ¢e poviSena, a to moZze rezultirati neZeljenim uc¢incima poput sedacije (Merve 1 Giil,

2017).

Supstrati koji inhibiraju CYP1A2 ¢e povecati plazma koncentraciju lijekova koji se
istovremeno njime metaboliziraju i u nekim slucajevima dovesti do neZeljenih ucinaka koji se
mogu ocitovati u poremecaju biosinteze endogenih tvari (sterola), nuspojavama lijekova itd.
Tako primjerice kofein, zbog pretezitog metaboliziranja preko CYP1A2, uz istovremenu

primjenu inhibitora ovog enzima moze izazvati aritmiju kao neZeljeni u¢inak. Brojni supstrati
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mogu nepovratno inhibirati djelovanje enzima, nazivaju se suicidalnim supstratima, a inhibicija
ireverzibilna. Ako se supstrat veze na enzim i ne dolazi do daljnjeg tijeka biokemijske reakcije,

ali je taj kompleks s enzimom povratan, ta inhibicija se naziva reverzibilnom.

Inhibitori CYP1A2 uoceni tijekom klinickog rada su furafilin i fluvoksamin. Furafilin je bio
kandidat za lijek, ali nije nikad razvijen zbog inhibicije CYP1A2 i interferencije s
metabolizmom kofeina (Rendi¢, 1995; Rendi¢ i Medié¢-Sari¢, 2013). U in vitro istraZivanjima
kao CYP1AZ2 inhibitor Kkoristi se a-naftoflavon. TCDD (2,3,7,8-tetraklorodibenzo-dioksin) i
neki polihalogenirani bifenoli su snazni inhibitori dokazani s CYP1A2 iz §takora (Guengerich,
2015). Studije su pokazale da i flavonoid kvercetin kojeg ljudi unose prehranom inhibira
aktivnost CYP1A2 pa moZe do¢i do potencijalnih interakcija sa supstratima ovog enzima
(Breinholt i sur., 2002). Tablica 3 prikazuje sazeti pregled nekih CYP1A2 inhibitora i induktora
(Guengerich, 2015; Rendi¢, 1995).

Tablica 3. Neki CYP1A2 inhibitori i induktori (Guengerich, 2015; Rendi¢, 1995)

CYP1AZ2 induktori CYP1AZ2 inhibitori
PAH (3-metilkolantren) 5,6-benzoflavon
5,6- benzoflavon fluvoksamin
TCDD (2,3,7,8-tetraklorodibenzo-dioksin) cimetidin
pusenje-tvari u dimu cigareta furafilin
tvari u hrani podvrgnutoj pirolizi a-naftoflavon
meso pripremljeno na rostilju (vjerojatno kvercetin
PAH i HA)
povrée (uglavnom porodica Brassicaceae) aksitinib
omeprazol
primakin
intenzivna tjelovjezba
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Flavonoidi su polifenolni spojevi koji se pojavljuju posvuda u hrani biljnog podrijetla 1 ve¢ina
ljudi je svakodnevno izlozena flavonoidima. Imaju blagotvorno djelovanje na zdravlje zbog
svojih antioksidativnih svojstva i mnogih drugih bioloSkih aktivnosti poput antibakterijskog,
antivirusnog, antikarcinogenog, hepatoprotektivnog djelovanja. Budu¢i da farmaceutska
industrija stalno traga za novim ljekovitim biljkama i funkcionalnim spojevima koji bi mogli
posluziti za razvoj optimalnih derivata, nije neobi¢no $to su flavonoidi izazvali zanimanje i
skrenuli paznju na sebe buduci da su svakodnevno prisutni u prehrani i pokazuju niz povoljnih
ucinaka. Isto tako potrebno je precizno prouciti §to jedemo, buduéi da su flavonoidi relativno
nepoznati spojevi koje svakodnevno unosimo u vecoj koli¢ini. Postoji heterogenost u odgovoru
na povecani unos flavonoida S§to je vjerojatno posredovano Sirokom interindividualnom

varijabilnosti u apsorpciji i metabolizmu flavonoida (Cassidy i Minihane, 2017).

Toc¢no odredivanje flavonoidnih metabolita moze biti vazno za istrazivanje jer bioloSka i
kemijska svojstva se mogu razlikovati od roditeljskog spoja tako da zapravo metaboliti mogu
imati fizioloski utjecaj prvobitno pripisan roditeljskom spoju, flavonoidnom aglikonu.
Neskodljivost 1 sigurnost primjene postize se poznavanjem kemijskih i biokemijskih svojstva
djelatnog spoja, dakle potrebno je poznavati biotransformaciju da bi mogli predvidjeti pozeljna

1 nepozeljna djelovanja.

......

enzimi ukljuceni u metabolizam flavonoida i lijekova. Citokrom P450 su najprisutniji enzimi u
metabolizmu ksenobiotika. To nagovijesta da su flavonoidi potencijalni modulatori lijekova $to
moze utjecati na terapijski ucinak lijeka (Hodek, 2012). Mogu utjecati na lijek na razini enzima
I transportera ksenobiotika kao i mijenjati sastav membrane te tako utjecati na pokretljivost

proteina, citokroma P450, u membrani.

Kolika je vaznosti citokroma P450 govori ¢injenica da gotovo svaka tvar koja se pojavljuje u
okoliSu moze biti supstrat, induktor i/ili inhibitor jednog ili viSe enzima iz ove skupine. Zadatak
ovih enzima je prevesti ksenobiotike u polarnije produkte pogodnije za izlu¢ivanje (Rendi¢ i
Medié-Sarié¢, 2013). CYP1A2 je najvise uklju¢en u metabolizam flavonoida, dolazi do stvaranja

razlicitih metabolita s razlicitim biokemijskim svojstvima u usporedbi s mati¢nim spojem.

Povecana svjesnost da samo mala promjena u flavonoidnoj strukturi moze utjecati na bioloska
svojstva povecala je potrebu za detaljnijim studijama o biotransformaciji flavonoida i
potencijalnim svojstvima dobivenih metabolita (Breinholt i sur., 2002). Buduci da je malo

studija o metabolitima, cilj ovog rada je bio povecati ta znanja koja ¢e kasnije mozda posluziti
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u procjenama interakcija flavonoida i lijeka, mozda pomoc¢i utvrditi metabolite odgovorne za

brojne farmakoloske u¢inke, a mozda i dovesti do novih ideja za razvoj lijekova.

Istrazivanje koje je prethodilo ovom je od 30 razlicitih flavonoida dokazalo da 11 njih pokazuje
tendenciju da se metabolizira citokromom P450. LC/MS je metoda kojom je ispitano tih 11
flavonoida u ovom istrazivanju i na temelju dobivenih rezultata zaklju¢eno koji se od
flavonoida metabolizira s CYP1A2. LC spregnut s MS-om je metoda izbora jer se dobije

fingerprint za spoj 1 informacije o kromatografskim i MS ponaSanjima analita.
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3.1. SUPSTANCIJE

Bakulosomi koji uz citokrom P450 (100 pmol) imaju eksprimiranu i NADPH reduktazu,
odnosno citokrom bs (volumen tijekom inkubacije: 10 pL)
e Kalijev fosfat - pufer, 50 mmol, pH=7,4 (volumen tijekom inkubacije: 5 uL)
e Destilirana voda (tijekom inkubacije dodati do ukupnog volumena od 100 pL; 69 uL)
e NADPH-generirajuéi sustav (nadalje: GS) — omjer supstanca koje ¢ine ovaj sustav je
100:50:2 (15% volumena inkubacije, dakle 15 pL)
» glukoza-6-fosfat
> NADP*
» glukoza-6-fosfat dehidrogenaza
e Acetonitril (volumen tijekom inkubacije: 100 uL)
e Metanol
e Flavonoidi (volumen tijekom inkubacije: 1 uL)
» apigenin
kemferol
flavon
7-hidroksiflavon
galangin
3,7-dihidroksiflavon
6-hidroksiflavon
akacetin
naringenin

sakuranetin

YV V. V VYV V V V V V V

tangeretin
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3.2. INSTRUMENTI I PRIBOR

e Epruvete

e Staklene viale

e Ledena kupelj

e Vodena kupelj s muc¢kanjem na 37°C
e Tresilica za epruvete

e Centrifuga

e Evaporator

e LC/MS

3.3. POSTUPAK

e Prije pocetka inkubacije potrebno je pripremiti NADPH-generirajuéi sustav koji se
sastoji od glukoza-6-fosfata, NADP" i glukoza-6-fosfat dehidrogenaze u omjerima
100:50:2. Dodatak generirajuceg sustava je u prednosti nad dodatkom samog NADPH
u inkubacijsku smjesu jer osigurava da NADPH nije ograni¢avajuéi reagens i spre¢ava
prekomjerno nakupljanje  NADP* koji je kompetitivni inhibitor NADPH-P450
reduktaze.

e U svaku epruvetu dodaje se kalijev pufer, destilirana voda, supstrat (flavonoid) i enzim
u prethodno navedenim volumenima. Za svaki flavonoid potrebne su 3 epruvete, dvije
s GS-om i jedna kao slijepa proba u koju umjesto GS-a dodajemo istu koli¢inu vode.
Epruvete se stave na preinkubaciju u vodenu kupelj na temperaturi od 37 °C na 5 minute
prije nego Sto se dodaje GS ili voda.

e Nakon $to je prosla preinkubacija dodaje se GS u dvije epruvete svakog uzorka
flavonoida i voda u njihove slijepe probe. Da bi rezultati bili Sto tocnije potrebno je
uskladiti vrijeme buduéi da je puno uzoraka. Kasnije je potrebno prekinuti reakcije istim
redom i vremenski $to to¢nije.

e Inkubacija se dalje provodi u istoj vodenoj kupelji uz mijesanje na temperaturi od 37 °C
i pH 7,4 i traje 30 minuta.

e Nakon 30 minuta zaustavlja se reakcija sa 100 pnL acetonitrila koji se cijelo vrijeme cuva

pohranjen u hladnoj kupelji. Nakon Sto se doda acetonitril u epruvetu, ona se pomijesa
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na tresilici da bi bili sigurni da se reakcija potpuno zaustavila. Acetonitril zaustavlja
reakciju tako da denaturira enzim i sprecava daljnju katalizu.
e Budu¢i da se acetonitril mijesa s vodom, nema slojeva. 1z tog razloga sljede¢i korak je
centrifugiranje 10 minuta na 3000 rpm ¢ime ¢e se slojevi odvojiti, a za daljnju analizu
u HPLC-u koristi se donji, vodeni sloj, koji se mikropipetom prebaci u drugu epruvetu.
e Sljedeci korak je evaporacija u struji N2 bez zagrijavanja, nakon toga slijedi otapanje u

otapalu, metanolu, prebacivanje u viale te LC/MS analiza pod sljede¢im uvjetima:

HPLC uvjeti:

» Kolona: Poroshell 120 EC-C18, 100x3,0 mm, 2,7 um
» Protok: 0,4 ml/min
» Temperatura kolone: 40 °C
» Volumen injektiranja: 5 pl
» Valna duljina (UV detektor): 350 nm
» Mobilna faza A: voda:metanol:mravlja kiselina = 93:5:2 (V/V/V)
» Mobilna faza B: voda:metanol:mravlja Kiselina = 3:95:2 (V/V/V)
» Gradijent:

t [min] 0 14 15 16 20

udio B [%] 40 80 80 40 40

MS (O-TOF) uvijeti:

A\

Instrument Mode: Low (1700 m/z), High Resolution (4 GHz, HIRes)

Y

lon Polarity: Positive
Izvor (Source): Dual AJS ESI
Gas Temperature: 200 °C

Drying Gas:8 L/min

Nebulizer: 40 psig

Sheath Gas Temperature: 300 °C
MS TOF:

Fragmentor: 175V

Skimmer: 65 V

OCT 1RF Vpp:750 V

Collision Energy: 0 V

YV V V V

YV V VYV V
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Acqguisition mode:
> MS

TOF Spectra:
» Mass range: 100-1000 m/z

Acquisition rate:

» 1scan/s
Referent mass:

» m/z: 121,050873

» m/z: 922,009798

3.4. METODA

LC/MS je moc¢na analiticka tehnika koja je nastala povezivanjem tekucinske kromatografije
(LC) s detekcijom spektrometrije masa (MS). Tekuéinska kromatografija u ovom vezanom
sustavu odvaja komponente uzorka i predstavlja ih spektrometru masa koji ima sposobnost
odredivanja to¢ne mase pojedinih spojeva. Ovim povezivanjem omogucena je i analiza slozenih
uzoraka koji su mjeSavina spojeva velikog raspona mase i molekula razli¢itih svojstva (velike,
polarne, ionske, termicki nestabilne). Rezultate koje dobijemo ovom analizom osiguravaju nam
informacije o molekularnoj masi, strukturi, identifikaciji i kvantitativnoj specificnosti
komponenta uzorka. Koriste¢i uz MS jos jedan LC detektor, poput UV-VIS detektora, dobiju
se jo$ bogatije informacije $to je najvidljivije ako se u smjesi nalaze spojevi sa sli¢cnim UV-VIS

spektrima ili spojevi s istim masama (www.agilent.com).

Tekuéinska kromatografija je unaprijedeni oblik kolonske kromatografije u kojoj tekuca
mobilna faza pod tlakom prolazi kroz ¢eli¢nu kolonu napunjenu malim ¢esticama stacionarne
faze (3-10 pm) noseéi sastavnice uzorka. Uzorak se unosi preko ventila s vise petlji u tok
mobilne faze, a na koloni dolazi do fizickog razdvajanja izmedu dvije faze, stacionarne i
mobilne. Ovisno o prirodi analita, sastavu mobilne faze i stacionarnoj fazi analiti ¢e se razlicito
zadrzavati, a samim time razlikovat ¢e se vrijeme za eluaciju pojedinog analita, a to vrijeme
nazivamo vrijeme zadrzavanja. Tijekom analize moguce je koristiti izokratno ili gradijentno
eluiranje, tj. sastav mobilne faze se ne mijenja ili mijenja tijekom vremena. Ovisno o sastavu
stacionarne 1 mobilne faze razlikujemo normalno faznu i1 obrnuto faznu tekuéinsku
kromatografiju. Obrnuto fazna sadrzi nepolarnu stacionarnu fazu koju cini silicij dioksid

modificiran s dugim lancima ugljikovodika na povrSini, a mobilna faza je najeS¢e mjeSavina
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otapala. Obrnuto fazna kromatografija se najcesce koristi, a koristena je i u ovom istrazivanju

(www.chemaquide.co.uk).

Nakon $to je uzorak razdvojen tekucinskom kromatografijom, spektrometrijom masa (MS)
dobije se maseni spektar svake razdvojene komponente uzorka. MS je analiticka tehnika u kojoj
se molekule analita ioniziraju, a nakon toga se nastali ioni u plinskoj fazi razdvajaju i detektiraju
prema njihovom omjeru mase i naboja (m/z). Svaki MS ima ionizacijsku komoru, analizator,
detektor, a sve se to nalazi u vakuumu. Flavonoidi se povecéano istrazuju s MS-om od otkrica
blagih ionizacijskih postupaka kao Sto je to ionizacijsko rasprSenje (nadalje: ESI) jer ova
tehnika omogucuje analizu analita bez derivatizacije, fragmentiranje izostaje te nastaje samo
molekulski ion, navedena ionizacija je koriStena i u ovom istrazivanju (Packer, 2003).
Ionizacija zapoc€inje tako da uzorak iz kromatografske kolone prolazi kroz usku kapilaru, a kraj
kapilare je na visokom potencijalu pa dolazi do akumuliranja pozitivnog naboja na povrsini
teku¢ine. Uzorak se rasprsi pri atmosferskom tlaku i sad rasprSene kapljice putuju prema
analizatoru. Kapljice analita se suSe u struji N2, otapalo isparava, a naboj ostaje konstantan.
Koli¢ina naboja postaje sve gusca, dolazi do rasprSena u jo$ manje Cestice, a naboj s kapljice
uzrokuje ionizaciju analita. Nakon $to ioni stignu do analizatora masa, ovdje se razdvajaju na
temelju omjera m/z. Analizator koriSten tijekom ovog istrazivanja je Q-TOF (hibridni
analizator- kvadrupolni analizator vremena leta). Analizator razdvaja ione primjenjujuci
elektri¢na i magnetska polja, a detektor do kojeg stizu ioni odreduje udio pojedinih ioniziranih

molekularnih iona kako bi dobili zastupljenost pojedinih iona (www.ecs.umass.edu).
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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Od jedanaest ispitanih flavonoida, potvrdeno je da se devet metabolizira citokromom P450 1A2.
Detaljan prikaz rezultata dan je za flavonoid apigenin, a ostali su navedeni u nesto skracenom
obliku.

4.1. APIGENIN

UV kromatogram inkubacijske smjese za apigenin (CisH100s) bez dodatka generirajuéeg
sustava jasno prikazuje pik apigenina Cije je vrijeme zadrzavanja 7,36 minuta, a mali pik vidljiv
na 11,19 minuta ¢ini samo 2,6 % povrSine osnovnog pika i to je vjerojatno neko oneciséenje

(Slika 7).

x10 1 VWD1 - A:Wavelength=350 nm 025.d
7.36
3
2]
1
ol L *11.19

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 7. UV kromatogram inkubacijske smjese za apigenin bez dodanog generirajuceg

sustava.

Prisutnost jednog analita, u ovom slu¢aju apigenina, dokazuje se tako da se odabere molekulsku
masu i dobije kromatogram izdvojenog iona (eng. Extracted lon Chromatogram, EIC). Ako je
pik u kromatogramu prisutan, analit s odabranom molekulskom masom postoji u smjesi,
ukoliko je viSe pikova na kromatogramu izdvojenog iona to znaci da postoji viSe spojeva s
istom masom, a razliCite strukture, dakle u tom sluéaju dokazala bi se prisutnost strukturnih

izomera u smjesi.
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Slika 8 prikazuje kromatogram izdvojenog iona apigenina iz kojeg se vidi da je vrijeme
zadrzavanja 7,36 minuta, a zadana molekulska masa od 271,0600 odgovara masi apigenina.
Slika 9 i Slika 10, koje se razlikuju u redu veli¢ine, prikazu kromatograme izdvojenog iona za
metabolit apigenina (luteolin) ¢ija je molekulska masa 287,0550. Buduci da generirajuéi sustav

pokrece reakciju, a on jo$ nije dodan, metabolita u smjesi jo$ uvijek nema pa tako ni pika u

kromatogramu.
x10 6 | *ESI EIC(271.0600) Scan Frag=175.0V 025.d
211 12 7.35 2
1.5
1
0.5
: \ A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Counts vs. Acquisition Time (min)
Slika 8. Kromatogram izdvojenog iona apigenina (m/z = 271,0600) inkubacijske smjese za

apigenin bez dodanog generiraju¢eg sustava.

x10 4 | *ESI EIC(287.0550) Scan Frag=175.0V 025.d
5]1 112 2

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

Slika 9. Kromatogram izdvojenog iona luteolina (m/z = 287,0550) inkubacijske smjese za

apigenin bez dodanog generirajuéeg sustava.
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Slika 10. Kromatogram izdvojenog iona luteolina (m/z = 287,0550) inkubacijske smjese za

apigenin bez dodanog generirajuéeg sustava.

Nakon S§to se doda generiraju¢i sustav u smjesu, omoguceno je pokretanje reakcija

biotransformacije i metaboliti bi trebali biti detektirani na kromatogramima.

UV kromatogram inkubacijske smjese za apigenin s dodanim generiraju¢im sustava ima novi
pik s vremenom zadrzavanja od 5,77 minuta i povr$inom od 10,16 % u odnosu na glavni pik

$to nije zanemarivo i moze se pretpostaviti da se radi o metabolitu (Slika 11; Tablica 4).

x10 1|VWD1 - A:Wavelength=350 nm 026.d
] 7.36
25
2
15
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N i

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 11. UV kromatogram inkubacijske smjese za apigenin s dodanim generirajucim

sustavom.
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Tablica 4. Vremena zadrzavanja pikova u UV kromatogramu i povrSine

Pik | Podetak | Vrijeme Kraj | Visina |PovrSina | Povrsina
pika | zadrzavanja | pika | pika %
1| 5.67 5.77 591 2.98 17.75 10.16
2 7.23 7.36 7.65 27.82 17477 100
3| 11.08 11.19 11.39 0.8 4.9 2.8

Kromatogram izdvojenog iona za apigenin s dodanim generiraju¢im sustavom ne razlikuje se

kvalitativno od onog bez dodatka generirajuceg sustava (Slika 12).

«10 6 | *ESI EIC(271.0600) Scan Frag=175.0V 026.d

17511 1[2 7.36 9
1.5
1.25
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 12. Kromatogram izdvojenog iona apigenina (m/z = 271,0600) inkubacijske smjese za

apigenin s dodanim generiraju¢im sustavom.

Kromatogram izdvojenog iona za luteolin (C1sH100s) bez dodatka generirajuceg sustava nije
imao pik. Slika 13 i Slika 14, razlikuju se u redu veli¢ine, prikazuju kromatograme za isti ion s
dodanim generiraju¢im sustavom. Pik je prisutan, $to znaci da CYP1A2 metabolizira apigenin
I kao metabolit daje luteolin koji ima vrijeme zadrzavanja 5,77 minuta, a molekulsku masu
287,0550. Slika 15 prikazuje spektar izdvojenog iona luteolina s dodanim generiraju¢im
sustavom gdje je prikazano malo odstupanje masa zbog izotopa i izotopnih udjela (Tablica 5).
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Slika 13. Kromatogram izdvojenog iona luteolin (m/z = 287,0550) inkubacijske smjese za

apigenin s dodanim generiraju¢im sustavom.
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Slika 14. Kromatogram izdvojenog iona luteolin (m/z = 287,0550) inkubacijske smjese za

apigenin s dodanim generiraju¢im sustavom.

MFE MS Zoomed Spectrum
x10 5|€pd 2: luteolin: +ESI MFE Spectrum (5.56-6.04 min) Frag=175.0V 026.d
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Slika 15. Kromatogram izdvojenog iona za luteolin nakon dodatka generirajuceg sustava.
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Tablica 5. Popis pikova prikanih na Slici 15

m/z Naboj (2) Povr§ina Formula loni
287.0552 1 185926.77 C15H1006 | (M+H)+
288.0582 1 31714.69 CI15H1006 | (M+H)+
289.0603 1 4717.58 CI5H10 06 | (M+H)+

Usporedi li se molekulska formula i masa apigenina (CisH100s, m/z = 271,0600) i luteolina
(C15H1006, m/z = 287,0550) moze se do¢i do zakljucka da je razlika u masama 15,995 Sto
odgovara upravo atomu kisika koji je za jedan ve¢i u molekuli luteolina. Prema tome

hidroksilacija je reakcija koje se odvija tijekom biotransformacijom apigenina (Slika 16).

luteolin

apigenin

Slika 16. Metabolizam apigenina posredovan CYP1A2

Apigenin i luteolin su najprisutniji predstavnici flavona u prehrani i u literaturi im se pripisuju

razliCite farmakoloSke aktivnosti uz antioksidativno djelovanje (Erlund, 2004).

Apigenin pokazuje snazno antibakterijsko djelovanje, dokazana je i inhibitorna aktivnost protiv
bakterije Escherichia Coli. Osim antibakterijskog djelovanja pokazalo se da djeluju i na virusnu
transkripciju te da je u nekoj mjeri i kompetitivni ligand za benzodiazepinsko vezno mijesto.
Povezuje ga se s hepatoprotektivnim ucincima $to moze biti vazno jer razlicite kroni¢ne bolesti
poput dijabetesa mogu dovesti do razvoja klinickih manifestacija jetre (Hodek, 2012; Kumar i
Pandey, 2013). U studiji koja je istrazivala u¢inke apigenina na faktor rasta tumora, zakljuceno
je da inhibira faktor rasta, ali inhibicija snazno ovisi o koncentraciji. Takoder sprecava
kolonizaciji kulture zdravih stanica sa stanicama karcinoma. Koliki je zna¢aj ovog in vivo treba

jos istraziti (Caltagirone i sur., 2000). I apigenin 1 luteolin su se pokazali citotoksi¢nima za
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ljudske embrijske fibroblaste plu¢a zbog sposobnosti stvaranja intracelularnog ROS-a (Hodek,
2012). Oba flavonoida utjecu i na funkciju imunolos§kog sustava i upalnih stanica te posreduju

protuupalni i analgetski u¢inak.

Koliki je znacaj svih ovih aktivnosti in vivo je upitno i potrebna su daljnja istrazivanja kako bi
saznali znacaj, ali neosporivo je da flavonoidi poput apigenina i luteolina pokazuju veliki

potencijal.

4.2. KEMFEROL

Inkubacijska smjesa za kemferol s dodanim generiraju¢im sustavom nije sadrzavala metabolite

kemferola. Moze se zakljuciti da se kemferol (Slika 17) ne metabolizira s CYP1A2.

kemferol

Slika 17. Struktura kemferola

Postoji studija u kojoj je istrazivana je inhibitorna aktivnost kemferola na CYP1A1, CYP1A2
i CYP1B1. Pokazalo se da kemferol inhibira enzim CYP1A2, a koji od na¢ina inhibicije je u
pitanju nije poznato (Chang i sur., 2006).
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4.3.FLAVON

TIC (eng. Total lon Chromatogram) obi¢no sluzi za orjentaciju i na njemu se ¢esto ne vide
znacajne razlike prije i nakon dodatka generirajuéeg sustava sto nije sluc¢aj kod ovog flavonoida.
Slika 18 prikazuje TIC za inkubacijsku smjesu flavona prije dodatka generirajuceg sustava, a

Slika 19 TIC za inkubacijsku smjesu flavona s dodanim generiraju¢im sustavom.
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Slika 18. TIC za inkubacijsku smjesu flavona bez dodatka generirajuceg sustava.
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Slika 19. TIC za inkubacijsku smjesu flavona s dodanim generiraju¢im sustavom.
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Razlika izmedu ta dva kromatograma je vidljiva, nastali su novi pikovi i vjerojatno su prisutni

i neki koje nije u ovom orjentacijskom prikazu moguce vidjeti.

Flavon ima molekulsku formulu CisH1002 , a vrijeme zadrzavanja 11,16 minuta i m/z =

223,0753 sto se lijepo vidi na kromatogramu izdvojenog iona (Slika 20).

Cpd 7: flavone: +ESI EIC(223.0821, 224.0785, 225.1481, 226.0708 ...) Scan Frag=175.0V 030.d
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Slika 20. Kromatogram izdvojenog iona za flavon nakon s dodanim generiraju¢im sustavom

UV kromatogram flavona s dodanim generiraju¢im sustavom nije najpregledniji pa se ne moze
zakljuciti koliko je metabolita nastalo, ali naznake pikova osim pika flavona su prisutne (Slika
21).
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Slika 21. UV kromatogram inkubacijske smjese za flavon s dodanim generiraju¢im sustavom.
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Budu¢i da se iz ovih dobivenih podataka ne moze puno zakljuciti o metabolitima, pretpostavlja
se da su u reakciji biotransformacije flavonoida prisutne reakcije hidroksilacije aromatskih

prstenova (Slika 22).

flavon

Slika 22. Flavon i pretpostavljena mjesta na kojima dolazi do hidroksilacije flavona

Za flavon je opazeno da ima antibakterijsko djelovanje, iako ukoliko dolazi do hidroksilacije
njegovi metaboliti pokazuju znacajno veci raspon farmakoloskih aktivnosti (Kumar i Pandey,

2013).

4.4. 7-HIDROKSIFLAVON

UV kromatogram inkubacijske smjese za 7-hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom
prikazuje mati¢ni spoj s retencijskim vremenom od 8,80 minuta i jo§ jedan manji pik s

retencijskim vremenom 7,62 minute koji je pik metabolita (Slika 23).

VWD1 - A:Wavelength=350 nm 032.d
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Slika 23. UV kromatogram inkubacijske smjese za 7-hidroksiflavon s dodanim generirajuéim
sustavom.
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7-hidroksiflavon ima formulu CisH1003, a m/z = 239,0703, a Slika 24 prikazuje spektar
izdvojenog iona za nepoznati metabolit za kojeg znamo da je formule CisH1004 1 m/z =
255,0654. Razliku u formulama, a prati ih i promjena mase upucuje da se radi o reakciji

hidroksilacije 7-hidroksiflavona. Vjerojatno se hidroksilira prsten B na poloZzaju 4'(Slika 25).
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Slika 24. Spektar izdvojenog iona nepoznatog metabolita 7-hidroksiflavona (m/z = 255,0654)

u inkubacijskoj smjesi za 7-hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.

HO
CYP1A2

I I
9] O
7-hidroksiflavon 4*,7-dihidroksiflavon

Slika 25. Pretpostavljeni metabolizam 7-hidroksiflavona s CYP1A2

7-hidroksiflavon ima antioksidativni ucinak 1 Stiti membrane od lipidne peroksidacije
(Chaudhuri 1 sur., 2009). Takoder je ispitan protiv enterovirusa 71 (EV71) gdje je pokazao
aktivnost inhibicijom replikacije virusne RNA, dakle posjeduje i antivirusnu aktivnost (Wang
i sur, 2014).
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4.5.GALANGIN

Inkubacijska smjesa za galangin s dodanim generiraju¢im sustavom nije sadrzavala metabolite.
Moze se zakljuciti da se galangin (Slika 26) ne metabolizira s CYP1A2. lako je u literaturi
pronadena informacije da se galangin metabolizira s CYP1AZ2 i u manjoj mjeri s CYP2C9 do
kemferola (Otaka i Walle, 2002).

OH 0]
galangin

Slika 26. Strukturna formula galangina

4.6. 3,7-DIHIDROKSIFLAVON

UV kromatogram inkubacijske smjese za 3,7-dihidroksiflavon s dodanim generiraju¢im
sustavom prikazuje pik 3,7-dihidroksiflavona s vremenom zadrzavanja 10,18 minuta i manji
pik, koji odgovara metabolitu, s vremenom zadrzavanja 8,95 minuta (Slika 27). Tablica 6 daje
informacije o formulama spojeva i molekulskoj masi iz kojih se moze zakljuciti da se ovaj
flavonoid metabolizira s CYP1A2 na nacin da dolazi do reakcija hidroksilacije.
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Slika 27. UV kromatogram inkubacijske smjese za 3,7-dihidroksiflavon s dodanim
generiraju¢im sustavom.
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Tablica 6. Osnovne informacije o spojevima prikazanih na Slici 27

Vrijeme
Spoj zadrZzavanja| Masa Ime spoja Formula
Cpd 2: C15 H10 O5 8.95 270.053 C15 H10 05
Cpd 4: 3,7- 10.18 254.058|3,7-dihidroksiflavon C15H10 04
dihydroxyflavone

Slika 28 prikazuje spektar izdvojenog iona metabolita za kojeg se pretpostavlja da je nastao

hidroksilacijom A prstena 3,7-dihidroksiflavona, iako su moguce i hidroksilacije na drugim

mjestima (Slika 29).
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Slika 28. Spektar izdvojenog iona metabolita (m/z = 271,0603) inkubacijske smjese za

3,7-dihidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.
Vs

HO

b

3,7-dihidroksiflavon

Slika 29. Pretpostavljeni metabolizam 3,7-dihidroksiflavona
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3,7-dihidroksiflavon pokazuje antikarcinogenu aktivnost. U jednoj studiji posluzio je kao
pocetni spoj iz kojeg su sintetizirani derivati i za koje je onda procjenjena in vitro inhibitorna
aktivnost tumorskih stanica. Derivati s kondenziranim furanskim i piranskim prstenom su

pokazali povecanje inhibitorne aktivnosti u odnosu na pocetni spoj (Neves i sur., 2011).

4.7. 6-HIDROKSIFLAVON

Na UV kromatogramu inkubacijske smjese za 6-hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im
sustavom mogu se zapaziti dva pika, gdje veci ima vrijeme zadrzavanja 9,07 minuta, a manji
6,76 minuta (Slika 30).
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Slika 30. UV kromatogram inkubacijske smjese za 3,7-dihidroksiflavon s dodanim

generirajuéim sustavom.

Tablica 7 daje informacije o formulama spojeva i molekulskoj masi spojeva nadenih na
kromatogramu. 1z tih informacija se moze zaklju¢iti da ni jedan od spojeva nije

6-hidroksiflavon ¢ija je molekulska masa 238,0630, a molekulska formula C15H1003.

Tablica 7. Informacije o spojevima prikazane kromatogramom

Vrijeme
Spoj zadrzavanja Masa Formula
Cpd 4: C15H12 04 6.76 256.0736 C15 H12 O4
Cpd 8: C15 H12 O3 9.07 240.0784 C15H12 O3
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Kod 6-hidroksiflavona spontano, i bez prisutstva generiraju¢eg sustava, dolazi do pucanja

prstena C. Drugi produkt nastaje reakcijom hidroksilacije tog spoja (Slika 31).

g OH
OH O OH O
CYP1A2 O | CYP1A2 O |
spontano
HO || HO ||
(0] @)

Slika 31. Pretpostavljeni metabolizam 6-hidroksiflavona s CYP1A2

Slika 32 i Slika 32 prikazuju spektre izvojenog iona za ,,raspadni produkt 6-hidroksiflavona“
(m/z=241,0857) i njegov hidroksilirani metabolit(m/z = 257,0809).

MFE MS Zoomed Spectrum
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Slika 32. Spektar izdvojenog iona ,,raspadnog produkta 6-hidroksiflavona“ (m/z= 241,0857)

inkubacijske smjese za 6-hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.
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Slika 33. Spektar izdvojenog iona hidroksiliranog metabolita 6-hidroksiflavona

(m/z=257,0809) inkubacijske smjese za 6-hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom.
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6-hidroksiflavon moze se vezani na benzodiazepinsko vezno mjesto na receptoru tipa A gama
aminomaslacne kiseline (GABA) i djelovati anksioliticki bez popratnih u¢inaka (Ren i sur.,
2010). U ispitivanju antiagregatornog ucinka, 6-hidroksiflavonu je priprisan ovaj u¢inak (Boji¢
i sur., 2011).

4.8.AKACETIN

Usporedbom UV kromatograma inkubacijske smjese za akacetin bez dodanog generirajueg

sustava (Slika 34) i s dodanim generirajuceg sustava (Slika 35) uo¢eni su novi pikovi.
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Slika 34. UV kromatogram inkubacijske smjese za akacetin bez dodanog generirajuc¢eg

sustava.
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Slika 35. UV kromatogram inkubacijske smjese za akacetin s dodanim generiraju¢im

sustavom.
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Pik s vremenom zadrzavanja od 11,21 minutu pripada akacetinu, pik s vremenom zadrZavanja

od 7,37 minuta je sigurno metabolit i to apigenin, a ostala dva manja pika imaju premalu

povrsinu da bi se razmatrali. Budu¢i da je metabolit akacetina apigenin, on se isto metabolizira

s CYPIAZ2, sto je prikazano u 4.1. poglavlju, i kao metabolit daje luteolin koji ima vrijeme

zadrzavanja 5,77 minuta. Tako da jedan od pikova s UV kromatograma koji nije nadalje

razmatran vjerojatno pripada luteolinu. Tablica 8 pokazuje osnovne podatke za apigenin i

akacetin iz kojih se moze zakljuéiti da je doSlo do demetilacije akacetina (Slika 37).

Demetilacijom nastaje apigenin (Slika 36) koji se moze dalje hidroksilirati i dati luteolin.

Tablica 8. Informacije o akacetinu i apigeninu

Vrijeme
Spoj zadrZavanja Masa Ime spoja Formula
Cpd 1: apigenin 7.37 270.0528|apigenin C15H10 05
Cpd 3: akacetin 11.21 284.0685(akacetin C16 H12 O5
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Slika 36. Spektar izdvojenog iona apigenina inkubacijske smjese akacetina s dodanim
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generiraju¢im sustavom.
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akacetin apigenin

Slika 37. Pretpostavljeni metaoblizam akacetina posredovan CYP1A2

Akacetin pokazuje antiagregacijski kao i antikarcinogeni potencijal. Akacetin i apigenin
posreduju u sprecavanju aktivacije HIV-1 putem mehanizma koji vjerojatno ukljucuje

inhibiciju virusne transkripcije (Boji¢ i sur., 2011; Kumar i Pandey, 2013).

4.9.NARINGENIN

UV kromatogram inkubacijske smjese za naringenin s dodanim generiraju¢im sustavom sadrzi
dva pika (Slika 38). Jedan pripada naringeninu, a drugi njegovom metabolitu. Informacije o tim
spojevima prikazuje Tablica 9. Usporedbom razlika formula i mase moze se zakljuciti da se
radi o reakciji hidroksilacije naringenina, doduse polozaj hidroksilacije nije moguce zakljuditi,
vjerojatno se odvija na polozaju 3°, 6 ili 8 (Slika 39). Spektar iona metabolita prikazan je na
Slici 40.
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Slika 38. UV kromatogram inkubacijske smjese za naringenin s dodanim generiraju¢im

sustavom.
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Tablica 9. Informacije o naringeninu i metabolitu

Vrijeme
Spoj zadrZavanja Masa Ime spoja Formula
Cpd 1: C15 H12 06 3.89 288.0635 C15 H12 06
Cpd 5: naringenin 5.53 272.0686| naringenin | C15H12 O5

x
g

OH O

naringenin

Slika 39. Naringenin i mogu¢a mjesta hidroksilacije
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Slika 40. Spektar izdvojenog iona metabolita inkubacijske smjese za naringenin s dodanim

generirajuéim sustavom.
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Za naringenin su u literaturi opisani mnogi ucinci. Ima protuupalno djelovanje,
hepatoprotektivno djelovanje, antiagregatorno djelovanje, veze se za estrogene receptore,
djeluje na metabolizam lipida, posjeduje antioksidativnu aktivnost, a visi unos naringenina
povezan je s nizom ucestalosti cerebrovaskularnih bolesti i astme. Naringenin ima intenzivnu
antibakterijsku aktivnost i zbog moguceg utjecaja na fluidnost membrane moze djelovat protiv
bakterija poput Staphylococces aureus (MRSA) i streptokoka koji su otporni na meticilin
(Boji¢ i sur., 2011; Erlund, 2004; Kumar i Pandey, 2013).

4.10. SAKURANETIN

UV kromatogram inkubacijske smjese sakuranetina s dodanim generiraju¢im sustavom
pokazuje tri pika, od kojih jedan s vremenom zadrzavanja od 9,75 minuta pripada sakuranetinu,

a ostala dva metabolitima (Slika 41). Tablica 10 daje informacije o nadenim spojevima.
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Slika 41. UV kromatogram inkubacijske smjese sakuranetina s dodanim generiraju¢im

sustavom.

Tablica 10. Informacije o sakuranetinu i metabolitima

Vrijeme
Spoj zadrZzavanja| Masa Ime spoja | Formula
Cpd 5: naringenin 5.53 272.0684 | naringenin | C15 H12 O5
Cpd 1: C16 H14 O6 7.76 302.079 C16 H14 O6
Cpd 4: sakuranetin 9.75 286.084 | sakuranetin | C16 H14 O5
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Naringenin kao metabolit sakuranetina nastaje demetilacijom metoksi skupine na polozaju 7,
razlika u masi i formula ukazuju na reakciju demetilacije (Slika 42). Drugi metabolit je nastao
reakcijom hidroksilacije budu¢i da mu formula sadrzi atom kisika viSe, a masa je 15,995 veca
od sakuranetina Sto odgovara kisiku. Vjerojatno dolazi do hidroksilacije B prstena na polozaju
3" (Slika 43). Sakuranetin se metabolizira s CYP1A2, a pretpostavljene reakcije sakuranetina

prikazane su na Slici 44.
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Slika 42. Spektar izdvojenog iona naringenina (m/z= 273,0757) inkubacijske smjese za

sakuranetin s dodanim generiraju¢im sustavom
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Slika 43. Spektar izdvojenog iona metabolita naringenina (m/z= 287,0913) inkubacijske

smjese za sakuranetin s dodanim generiraju¢im sustavom.
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Slika 44. Pretpostavljeni metabolizam sakuranetina posredovan CYP1A2

4.11. TANGERETIN

UV kromatogram inkubacijske smjese za tangeretin bez dodanog generirajueg sustava
pokazuje dva pika, jedan s vremenom zadrzavanja od 12,90 minuta, kojeg bi se lako moglo
prepisati tangeretinu, i jedan manji povrSine svega 1,74 % glavnog pika s vremenom
zadrzavanja od 14,17 minuta (Slika 45).
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Slika 45. UV kromatogram inkubacijske smjese za tangeretin bez dodanog generirajuceg

sustava.
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Provjerom koji su spojevi u pitanju iza tih pikova pokazalo se da su prisutne tri komponente i
da pik na 12,90 zapravo ¢ine dva spoja (Tablica 11). Dakle ovo je inkubacija bez generirajuceg
sustava 1 ve¢ su primjec¢ena dva spoja uz tangeretin. Vjerojatno dolazi do spontanog raspada
spoja iz nepoznatog razloga. Slika 46 prikazuje strukturnu formulu tangeretina.

Tablica 11. Informacije o pronadenim spojevima bez dodanog generiraju¢eg sustava

Vrijeme
Spoj zadrzavanja| Masa |Ime spoja Formula
Cpd 8: C18 H14 O7 12.9 342.0739 C18 H14 O7
Cpd 10: tangeretin 12.93 372.1209 |tangeretin| C20 H20 O7
Cpd 13: C19 H18 O7 14.16 358.1048 C19 H18 O7

tangeretin

Slika 46. Strukturna formula tangeretina

Jedan od metabolita ovog raspada ima formulu C19H1807 i 0d tangeretina se razlikuje za jednu
metilnu skupinu, dakle doslo je do reakcije demetilacije. Drugi metabolit je kompleksniji, za
njega se moze zakljuciti da je izgubio dvije metilne skupine, ali 1 jo§ dodatna dva ugljika pa

postoji moguénost nastanka kinona na prstenu A.

Nakon dodanog generirajuceg sustava u inkubacijsku smjesu tangeretina vidljivi su novi pikovi

1 pronadena tri nova metabolita uz ve¢ postojece (Slika 47; Tablica 12).
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Slika 47. UV kromatogram inkubacijske smjese za tangeretin s dodanim generiraju¢im
sustavom.

Tablica 12. Informacije o pronadenim spojevima s dodanim generiraju¢im sustavom

(osjencani spojevi su primjeceni 1 bez dodanog generirajuceg sustava)

Vrijeme
Spoj zadrZavanja Masa Ime spoja Formula
Cpd 1: C19 H18 O8 7.81 374.1001 C19 H18 O8
Cpd 3: C19 H18 O7 9.49 358.1052 C19 H18 O7
Cpd 10: C18 H14 O7 12.9 342.0737 C18 H14 O7
Cpd 11: C19 H17 O7 12.9 357.097 C19 H17 O7
Cpd 13: tangeretin 12.92 372.1207 | Tangeretin | C20 H20 O7
Cpd 16: C19 H18 O7 14.16 358.1054 C19 H18 O7

Metabolit s formulom Ci9H180s Vvjerojatno je nastalo demetilacijom pa hidroksilacijom ili

izravno hidroksilacijom raspadnog produkta. Ta reakcija se vjerojatno zbiva na prstenu B.

Metabolit s formulom Ci9H1807 je demetilirani. Budu¢i da imamo dva metabolita s istom
formulom, ova demetilacija se zbiva na drugom mjestu $to nije neobi¢no buduc¢i da tangeretin

sadrzi 5 metoksi skupina.

Metabolit s formulom Ci19H1707 je izgubio metoksi skupini i jedan vodik, vjerojatno je ovo

demetilacija na B.

52



5. ZAKLJUCAK
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Vecina ljudi je svakodnevno izloZena flavonoida pa je njihov utjecaj na zdravlje vazan. Dobar
su izvor prirodnih antioksidansa koji neutraliziraju Stetne ucinke slobodnih radikala, a
posjeduju i1 niz drugih promoviraju¢ih u¢inaka na zdravlje. Budu¢i da je malo studija o
metabolizmu 1 metabolitima flavonoida, ovo istrazivanje je ispitalo metabolizam 11 flavonoida

posredovan CYP1AZ2.

Flavonoidi su analizirani teku¢inskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa
(MS) i UV-VIS detektorom koja je omogucila pouzdanu detekciju metabolita flavonoida.
Apigenin, kemferol, flavon, 7-hidroksiflavon, galangin, 3,7-dihidroskiflavon, 6-hidroksiflavon,
akacetin, naringenin, sakuranetin i tangeretin su analizirani flavonoidi, a za kemferol i galangin
je utvrdeno da se ne metaboliziraju s CYP1A2 buduc¢i da nisu nastali metaboliti nakon dodatka
generirajuceg sustava. Za ostalih 9 se pokazalo da se metaboliziraju ovim enzimom bududi da
su uoCeni metaboliti, a t0 je vazna informacija za potencijalne interakcije, ali i daljnja
istrazivanja. Uocene reakcije kojima nastaju metaboliti su reakcije demetilacije i reakcije
hidroksilacije, a do tog zakljucka se dolazi usporedbom kromatograma bez i s dodanim
generiraju¢im sustavom, kao i usporedbom vremena potrebnog za eluaciju, molekulskih

formula i promjene mase iz Cega se zakljucuje nastali metabolit.

Prema tome ovo istrazivanje je dalo uvid u metabolizam i identitete metabolita odabranih

flavonoida nakon biotransformacije s CYP1A2.
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7. SAZETAK/SUMMARY
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7.1. SAZETAK

Flavonoidi su velika grupa sekundarnih metabolita biljaka, a poznati su po svojim pozitivhim
uc¢incima na zdravlje. Osnovna struktura flavonoida sainjena je od dva benzenska prstena
povezana s heterocikli¢kim piranskim prstenom. Veliki broj spojeva flavonoida proizlazi iz
supstitucije osnovnog flavonoidnog kostura s razli¢itim kombinacijama visestrukih hidroksi i
metoksi skupina. Vecina ljudi svakodnevno je izloZzena flavonoidima pa je njihov utjecaj na
ljudsko zdravlje vazan. Dokazano je da imaju antibakterijsko, antivirusno, hepatoprotektivno,
antitrombotsko i protuupalno djelovanje, a najbolje je istrazeno njihovo antioksidativno
svojstvo. lako flavonoidi osiguravaju brojne povoljne ucinke na zdravlje, oni su ksenobiotici
pa ih je potrebno primjenjivati s odredenim oprezom. Metabolizam flavonoida ide preko faze 1
i faze 2 biotransformacije kao i kod drugih ksenobiotika, na primjer lijekova. U fazi 1
metabolizma ksenobiotika klju¢nu ulogu ima citokrom P450, a pokazalo se da citokrom P450

1A2 (CYP1A2) ima glavnu ulogu u hidroksilaciji i demetilaciji flavonoida.

Ovaj rad baziran je na istrazivanju metabolizma flavonoida posredovanog s CYP1A2 kako bi
prosirili znanja o metabolizmu i1 metabolitima. Ispitan je metabolizam 11 flavonoida, a za
pronalazak metabolita tih flavonoida koriStena je tekuéinska kromatografija spregnuta Sa
spektrometrijom masa (LC/MS) i UV-VIS detektor. Metaboliti su pronadeni kod 9 ispitanih
flavonoida ¢ime je dokazano da je u njihov metabolizam uklju¢en CYP1A2 enzim. Vaznost
ove informacije lezi u tome $to flavonoidi i mnogi prepisani lijekovi dijele metabolicke procese
faze 1 1 faze 2 te je moguce da flavonoidi u odredenoj mjeri utjecu na metabolizam lijekova 1

potrebu za promjenom doziranja istih.
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7.2. SUMMARY

Flavonoids are a large group of secondary metabolites of plants known for their beneficial
effects on human health. Their structure is based on two benzene rings linked with a
heterocyclic pyrane ring. The large number of flavonoid compounds is made from various
combinations of substitution of the basic flavonoid skeleton with multiple hydroxyl and
methoxyl groups. Humans are exposed to flavonoids on a daily basis and their impact on human
health is of relevance. They have been found to have antimicrobial, antiviral, antihepatotoxic ,
antiplatelet and anti-inflammatory activities, but the best described property is antioxidant
capacity. Although flavonoids provide numerous beneficial properties to human health, they
are xenobiotics, so they have to be used with caution. Metabolism of flavonoids goes via phase
1 and phase 2 biotransformation, which is similar to other xenobiotics such as drugs.
Cytochrome P450 play a key role in phase 1 metabolism of xenobiotics and it has been shown
that cytochrome P450 1A2 (CYP1A2) has a major role in hydroxylation and demethylation of
flavonoids.

This thesis is based on research of flavonoids metabolism mediated by CYP1A2 for the purpose
of expanding knowledge about flavonoid metabolism and metabolites. In this study, the interest
was focused on metabolism of 11 flavonoids mediated by CYP1AZ2. Liquid chromatography
mass spectrometry (LC/MS) and UV-VIS detector was used to found the metabolites of
flavonoids. Of the 11 analysed flavonoids, 9 showed the tendency of biotransformation which
proves the presence of enzyme CYP1A2 in their metabolism. This is important information
because the flavonoids and many prescribed medications share phase 1 and phase 2 metabolic
processes. Therefore, it is possible that flavonoids have an effect on drug metabolism and
dosing amounts.
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