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1. UvOD



1.1. Polifenoli

Polifenoli su organski spojevi koji nastaju kao sekundarni produkti biljnog metabolizma i
¢ine jednu od najbrojnijih i najzastupljenijih skupina tvari biljnoga porijekla. Rije¢ je o vrlo
heterogenoj skupini spojeva koja obuhvaca preko 8000 razlic¢itih kemijskih struktura. Glavno
strukturno obiljeZje svih polifenola jest prisutnost jedne ili vise hidroksiliranih aromatskih jezgri
(Di Lorenzo i sur., 2021).

Strukturni oblici polifenola variraju od jednostavnijih do slozenijih, visokopolimeriziranih
molekula. Primarno se pojavljuju u konjugiranom obliku s jednom ili vise Secernih jedinica koje
su vezane na jednu ili vise fenolnih funkcionalnih skupina. Seéernu komponentu mogu &initi
arabinoza, ksiloza, manoza te glukuronska i galakturonska kiselina. Osim sa $e¢erima, moguce je
povezivanje i s drugim spojevima poput amina, lipida te karboksilnih i organskih kiselina (Escarpa
i Gonzalez, 2001).

Klasifikacija polifenolnih spojeva u pojedine skupine temelji se na njihovoj raznolikoj
kemijskoj strukturi. Podjela se tako moze vrSiti s obzirom na broj fenolnih prstenova/jedinica u
strukturi te broj strukturnih elemenata koji te prstenove povezuju (Manach i sur., 2004). Stupanj
oksidacije, hidroksilacije, metilacije i glikozilacije su naj¢esce varijacije u osnovnoj strukturi. Kao
Sto je prikazano na Slici 1, polifenoli se mogu podijeliti u tri glavne klase: fenolne kiseline,

flavonoidi i ne-flavonoidi (Bertelli i sur., 2021; Rambaran, 2020).



POLIFENOLI

fenolnelkiseline flavonoidi ne-flavonoidi
|
hidroksiblenzojeve hidroksilcimetne stilbeni  lignani  ostali
kiseline kiseline
neoflavonoidi izoflavoni
| |
flavoni  flavonoli flavanoni  flavanonoli flavanoli  antocijani  kalkoni

Slika 1. Podjela polifenola (preuzeto i prilagodeno prema Rambaran, 2020).

Sinteza polifenola odvija se putem dva glavna biosintetska puta: put Sikiminske kiseline i
acetatni (acilpolimalonatni) put (Slika 2). Put Sikiminske kiseline dovodi do nastanka fenilpropana,
fenolnih kiselina te kumarina i lignana, a acetatnim putom nastaju najjednostavniji fenoli.
Kombinacijom puta Sikiminske kiseline i acilpolimalonatnog puta nastaju stilbeni, flavonolignani,
izoflavonoidi te flavonoidi kao najvaznija i najbrojnija skupina polifenolnih spojeva (Dewick,
2002; Escarpa i Gonzalez, 2001).

Opéenito, put Sikiminske kiseline glavni je biosintetski put nastanka prirodnih aromatskih
spojeva. Sikiminska kiseline je tako glavni prekursor u sintezi aromatskih aminokiselina u visim
biljkama i mikroorganizmima, ali ne i u zivotinja (Vladimir-Knezevi¢, 2008). Put Sikiminske
kiseline zapo€inje povezivanjem eritroze 4-fosfata, podrijetlom iz puta pentoza-fosfata, te
fosfoenolpiruvata nastalog u procesu glikolize. Njihovom kondenzacijom te ciklizacijom nastalog
C7 spoja 3-deoksiarabinoheptulozonata 7-fosfata nastaje 3-dehidrokinska kiselina. Njezinom
dehidratacijom nastaje 3-dehidroksisikiminska kiselina koja se reducira do Sikiminske kiseline.

Vrlo vazan spoj Sikimatnog puta jest korizminska kiselina. Povezivanjem fosfoenolpiruvata s 3-


https://bahasa.wiki/bs/3-deoxyarabinoheptulosonate_7-phosphate

fosfosikimatom, nastalim  ATP-ovisnom fosforilacijskom reakcijom, stvara se 3-
fosfoenolpiruvilsikimat (EPSP), uz enzim EPSP sintazu. Daljnjom 1,4-trans-eliminacijom fosforne
kiseline uz korizmat-sintazu nastaje korizmat. Pregradnjom korizmata uz korizmat-mutazu u
prefenat zapocCinje sinteza aromatskih aminokiselina. Dekarboksilacijom i aromatizacijom
prefenata te transaminacijom nastalog fenilpiruvata nastaje L-fenilalanin. Sa druge strane L-tirozin
nastaje transaminacijom 4-hidroksifenilpiruvata nastalog dehidracijom p-hidroksilne skupine
prefenata uz odcjepljenje CO,. Nastale aromatske aminokiseline, L-fenilalanin i L-tirozin, dalje
sluze kao vazni prekursori u biosintezi brojnih sekundarnih metabolita kao $to su fenoli, fenolne

kiseline, fenilpropani, flavonoidi, lignani i dr. (Dewick, 2002).

Acilpolimalonatni put ukljucuje aktivirani acetat te stvaranje poliketida koji se naknadno
cikliziraju u polifenole (Bertelli i sur., 2021). Pocetni spoj jest acetil-COA, tioester octene kiseline,
nastao oksidativnom dekarboksilacijom pirogrozdane kiseline nastale glikolizom iz glukoze.
Acetil-CoA prevodi se u malonil-CoA reakcijom karboksilacije s ugljikovim dioksidom (COy) uz
ATP i koenzim biotin. ATP i ugljikov dioksid u obliku karbonata (HCO3") tvore mijes$ani anhidrid
koji karboksilira koenzim u biotinski enzimski kompleks. Pretvorbom acetil-CoA u malonil-CoA
a-vodikovi atomi postaju kiseliji jer su okruzeni dvjema karboksilnim skupinama, $to olakSava
daljnje reakcije (Dewick, 2002). Malonil-CoA tako sudjeluju u nadogradivanju karboksilnih
kiselina nastalih putem Sikiminske kiseline prilikom sinteze flavonoida i stilbena. Da bi doslo do
nadogradnje, karboksilna skupina kiseline se najprije prevodi u tioester pomo¢u CoA koji zatim
reagira s tri molekule malonil-CoA, uz tvorbu poliketida. Formiranjem karbaniona izmedu C(O) i
COSCoA zatvara se Sestero¢lani prsten (A) zbog intramolekulskog napada nastalog karbanionana

na keto skupinu udaljenu 6 mjesta od njega (Skalamera, 2020).
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Slika 2. Shema glavna dva biosintetska puta nastanka polifenolnih spojeva (izradeno prema
Pevalek-Kozlina, 2003 i Dewick, 2002 ).



1.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi ¢ine najbrojniju skupinu polifenolnih spojeva. Sam naziv ,,flavonoid* potjece
od latinske rijec¢i flavus (Zuto) te upuéuje na njihovu prirodnu obojenost. Prisutni su u cvjetovima
i udrugim dijelovima biljaka gdje su odgovorni za pigmentaciju te pruzanje zastite od UV zracenja.
Nadalje, reguliraju ekspresiju gena i moduliraju enzimsko djelovanje te imaju antivirusna i
antibakterijska svojstva te visok antioksidacijski kapacitet. U velikoj se koli¢ini nalaze u hrani i
picu biljnoga podrijetla. Najbogatiji izvori flavonoida su bobicasto voce, grasak, luk, kelj, tamna
cokolada, persin, origano te zeleni i crni Caj. Sadrzaj flavonoida moze uvelike varirati ovisno o
sorti usjeva, preradi, klimi, sezoni, vrsti biljaka, proizvodnji i skladiStenju. Zbog znacajnih
antioksidacijskih svojstava imaju vrlo vaznu ulogu kako za biljke tako i za ¢ovjeka jer doprinose

ljekovitim svojstvima biljne hrane (Koztowska i Szostak-Wegierek, 2019; Panche i sur., 2016).

Zajednicko strukturno obiljezje flavonoida kao derivata 1,3-difenilpropana jest osnovni Ce-
Cs-Cs skelet. Cine ga dva benzenska prstena (A i B) medusobno povezana s tri ugljikova atoma
koji su u vecine flavonoida povezani s atomom Kisika, zatvarajuci tako sredi$nji Sestero¢lani
heterocikli¢ni prsten C (Slika 3) (Koztowska i Szostak-Wegierek, 2019).

Slika 3. Osnovna struktura flavonoida (preuzeto iz Koztowska i Szostak-Wegierek, 2019)



Podjelu flavonoida moguce je izvrsiti s obzirom na to koji je ugljikov atom C prstena
povezan s prstenom B te s obzirom na stupanj oksidacije i nezasi¢enost prstena C (Slika 4).
Flavonoidi u kojih je prsten B povezan sa ugljikovim atomom na polozaju 4 u prstenu C nazivaju
se neoflavonoidima, dok u izoflavone svrstavamo one u kojih je prsten B vezan za ugljikov atom
na polozaju 3. Prsten B je najces¢e vezan na heterocikli¢ni prsten preko ugljikovog atoma na
polozaju 2, a ti se flavonoidi dijele u podskupine, ovisno o strukturnim karakteristikama sredisnjeg
prstena C: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanonoli, flavanoli ili katehini, antocijani i kalkoni
(Koztowska i Szostak-Wegierek, 2019; Panche i sur., 2016).

flavon flavonol

L ! L : :
OH OH
o o)
le)
flavanol
flavanon flavanonol O

neoflavan

antocijanidin

kalkon

Slika 4. Osnovne strukture flavonoida



Flavonoidi se biosintetiziraju kombinacijom puta Sikiminske kiseline 1 acilpolimalonatnog
puta pri ¢emu je prsten A podrijetlom iz acetatnog puta, a prsten B je produkt puta Sikiminske
kiseline. Pocetni spoj u sintezi jest fenilalanin, podrijetlom iz Sikiminskog dijela puta, koji se
deaminira dajuci cimetnu kiselinu koja se potom hidroksilira do p-kumarne kiseline. Vezanjem
koenzima A (CoA) nastaje p-kumaroil-CoA koji potom reagira s tri molekule malonil-CoA,
stvorenom iz acetata, pri ¢emu nastaje naringenin-kalkon, uz djelovanje kalkon sintaze.
Djelovanjem kalkon izomeraze naringenin-kalkon se prevodi u naringenin zatvaranjem srediSnjeg
prstena. Slika 5 prikazuje shemu sinteze flavonoida s naznaCenim enzimima koji kataliziraju
pojedine reakcije. Za nastanak strukturno razli¢itih flavonoida odgovorne su naknadne reakcije
redukcije, hidroksilacije i metilacije. Tim reakcijama nastaju aglikoni kao slobodni oblici
flavonoida koji se mogu detektirati u biljkama. Ipak, veéina flavonoida je prisutna u obliku
glikozida koji nastaju u glikozilaciji, posljednjem koraku biosinteze. U glikozilaciji moze
sudjelovati vise vrsta Secernih jedinica koje se vezu preko kisika ili ugljika. Raznolikosti glikozida
doprinosi vrsta i brojnost Se¢ernih komponenti (Ghasemzadeh i Ghasemzadeh, 2011; Vladimir-
Knezevi¢, 2008).

OH OH
HN PAL C4H 4CL CoA
HO HO HO S
o] o) o] o
L fenilalanin cimetna kiselina p-kumarna kiselina p-kumaroil-CoA
OH
+
OH
R | ° | HO S - CoA
HO (0] -Co
=
apigenin = 3 m malonil-CoA
= OH OH O
OH O FLS iCHS
\ T ENS OH
kemferol OH OH
HO OH
HO 0]
& BH M0~ ~ 0 CHI ||
CH S
Gl o ! OH O
naringenin-kalkon
dihidrokemferol naningenin

Slika 5. Shema biosinteze flavonoida. Enzimi ukljuéeni u reakcije: PAL — fenilalanin amonij
liaza; C4H — cinamat 4-hidroksilaza; 4CL - p-kumarat-CoA ligaza; CHS — kalkon sintaza; CHI —
kalkon izomeraza; F3H — flavanon 3-hidroksilaza; FLS — flavonol sintaza; FNS — flavon sintaza

(izradeno prema Vladimir-Knezevi¢, 2009 i Crozier i sur., 2009)



Flavoni

Flavoni ¢ine vrlo rasirenu podskupina flavonoida prisutnu u listovima, plodovima i
cvjetovima biljaka najées¢e u obliku glikozida. Osnovu strukture svih flavona c¢ini 2,3-
dehidroflavan-4-on. U vecine flavona prisutna je hidroksilna skupina na polozaju 51 7 u prstenu
A, a postoji mogucnost hidroksilacije u prstenu B na polozajima 3' i 4'. Najpoznatiji flavoni su
apigenin i luteolin koji stvaraju O-glikozide ili C-glikozide vezanjem Secera, naj¢esce glukoze
(Tablica 1) (Panche i sur., 2016).

Tablica 1. Flavonski aglikoni te O- i C-glikozidi

aglikon O-glikozidi C-glikozidi

viteksin
apigenin-7-O-glukozid . .
(apigenin-8-C-glukozid)

izoviteksin
apigenin-4'-O-glukozid — .
(apigenin-6-C-glukozid)

orientin

apigenin-7-O-rutinozid ) )
(luteolin-8-C-glukozid)

izoorientin

luteolin-7-O-glukozid ) )
OH O (luteolin-6-C-glukozid)

Flavonoli

Flavonoli su uz flavone jedna od najrasirenijih podskupina flavonoida. Nalaze se u raznom
vocu i povréu kao Sto su kelj, luk, zelena salata, rajCice, jabuke, bobicasto voce i1 grozde, ali i u
Caju i crnom vinu. Strukturno su sli¢ni flavonima jer im osnovu strukture ¢ini 2,3-dehidro-3-
hidroksiflavan-4-on. Razliku ¢ini hidroksilna skupina u prstenu C na polozaju 3, na koju se
najéesce veze Secer. Najpoznatiji aglikoni iz ove podskupine su kvercetin, kempferol, izoramnetin
i miricetin. Glukoza, galaktoza, ramnoza te glukuronska kiselina su $eceri koji naj¢esce sudjeluju
u glikozilaciji (Panche i sur., 2016; Escarpa i Gonzalez, 2001). Tablica 2 prikazuje najpoznatije
flavonolske O-glikozide.



Tablica 2. Flavonolski aglikoni i O-glikozidi

aglikon O-glikozidi

hiperozid
(kvercetin-3-O-galaktozid)

kemferol kvercitrin
(kvercetin-3-O-ramnozid)

izokvercitrin

(kvercetin-3-O-glukozid)

rutin

(kvercetin-3-O-rutinozid)

kvercetin astragalin

(kemferol-3-O-glukozid)

Flavanoni
Flavanoni predstavljaju manju podskupinu flavonoida ¢iju osnovu strukture ¢ini flavan-4-

on. Karakteristicno se mogu pronaci u vrstama roda Citrus tj. agrumima (limun, naranca), ¢ijoj kori
i soku daju gorak okus. Osim toga, pokazuju bioloska svojstva poput sposobnosti uklanjanja
slobodnih radikala, smanjenja upale i sniZzavanja razine lipida i kolesterola u krvi. Naj¢es¢i aglikoni
iz ove podskupine su hesperetin i naringenin, a od glikozida se isti¢u hesperidin i naringin (Tablica
3). Sli¢no kao u flavona, glikozilacija se odvija na hidroksilnoj skupini na C-7 u prstenu A, a
najéesce sudjeluju monisaharidi i disaharidi, uglavnom sastavljeni od glukoze i ramnoze (Panche i

sur., 2016; Vladimir-Knezevi¢, 2008; Escarpa i Gonzalez, 2001).
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Tablica 3. Flavanonski aglikoni i O-glikozidi

aglikon O-glikozid

O\ . g
CHs hesperidin

hesperetin (hesperetin-7-rutinozid)

OH
HO o ©/ naringin
(naringenin-7-neohesperidoza)
naringenin

OH o

OH o

Flavanoli

Flavanoli ili katehini su podskupina flavonoida koje karakterizira zasic¢eni prsten C zbog
nedostatka dvostruke veze izmedu C-2 i C-3 te prisutnost hidroksilne skupine na polozaju 3 zbog
Cega jo$ i nose naziv flavan-3-oli. Prisutni su u jabukama, bananama, kruskama, breskvama te
borovnicama. Strukturno gledano, flavanole u odnosu na druge flavonoide u biljnom svijetu
pronalazimo u obliku aglikona, ali ne i u obliku glikozida (Panche i sur., 2016).
Katehin, epikatehin, galokatehin i epigalokatehin su najvazniji predstavnici (Slika 6). Galokatehin
i epigalokatehin stvaraju estere galne kiseline preko hidroksilne skupine na C-3 koji su inace
najzastupljeniji katehini u zelenom ¢aju. Flavan-3-oli, kao glavni monomerni strukturni elementi,
sudjeluju u izgradnji kondenziranih/katehinskih trjeslovina. One se dijele na oligomerne i
polimerne proantocijanidine nastale povezivanjem i do 50 monomernih jedinica. Kora hrasta i
podanak uspravne petoprste sadrze trjeslovine medu kojima i katehinske (Escarpa i Gonzalez,
2001).
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Slika 6. Osnovne strukture flavan-3-ola (izradeno prema Aron i Kennedy, 2008).
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1.1.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su niskomolekularni fenolni spojevi koji sadrze karboksilnu skupinu te
jednu ili vise hidroksilnih skupina na aromatskoj jezgri, a ubrajaju se u skupinu polifenolnih
spojeva. Siroko su rasprostranjene u biljnome svijetu, pa tako i u biljnim namirnicama kao §to su
sjemenke, listovi te plodovi voca i povréa. U biljaka su ukljucene i u bioloske funkcije klijanja i
rasta. Predmetom su znanstvenih istrazivanja zbog antioksidacijskih, ali i drugih za zdravlje
korisnih svojstava. Fenolne kiseline se rijetko pojavljuju u slobodnom obliku jer ¢es¢e formiraju
amide, estere ili glikozide s drugim prirodnim spojevima. Razlikuju se dvije podskupine fenolnih
kiselina: hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (Valanciene i sur., 2020; Kumar i Goel,
2019).

Hidroksibenzojeve kiseline su derivati benzojeve Kiseline sa zajedni¢kom strukturom Ce-
C1. Osim u slobodnom obliku, javljaju se vezane kao esteri i glikozidi. Od velikog broja
hidroksibenzojevih kiselina (Tablica 4) najzastupljenije su p-hidroksibenzojeva, protokatehinska,
vanilinska 1 siringi¢na Kkiselina (Kumar i Goel, 2019). Slabije su rasprostranjene od
hidroksicimetnih kiselina, a mogu se pronaéi u crvenom vocu, crvenoj rotkvici i luku (Manach i
sur., 2004).

Tablica 4. Hidroksibenzojeve kiseline

Hidroksibenzojeva kiselina Ri1 R2 Rs R4
O\ OH p-hidroksibenzojeva kiselina H H OH
salicilna kiselina OH H H H
R1 vanilinska kiselina H CHsO OH
izovanilinska kiselina H OH CHs0O H
Ra Rz galna kiselina H OH OH OH
Rs protokatehinska kiselina H OH OH H
siringi¢na kiselina H CHsO OH CHs30O

Hidroksicimetne kiseline su fenolne kiseline zajednicke strukture Ce-Cs. Ucestalije su u

odnosu na hidroksibenzojeve kiseline, a u najve¢im koncentracija se mogu pronaéi u vanjskim
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dijelovima zrelih voénih plodova. Ceicée se javljaju u esterificiranom nego u slobodnom obliku,

pri ¢emu estere formiraju s alifatskim alkoholima i kina kiselinom, a mogu se pronaci u obliku

amida i glikozida. Siroko rasprostranjene hidroksibenzojeve kiseline (Tablica 5) su p-kumarinska,

kavena, feruli¢na i sinapna kiselina. Klorogenska kiselina (Slika 7) je najrasprostanjenija vezana

kiselina, nastala esterifikacijom kavene i kina kiseline, a u visokim koncentracijama je prisutna u

kavi i razli¢itim vrstama voc¢a (Kumar i Goel, 2019; Manach i sur., 2004).

Tablica 5. Hidroksicimetne kiseline

o OH Hidroksicimetna kiselina R1 R2 R3 R4
AN
p-kumarinska kiselina H H OH H
\ - -
kavena kiselina H OH OH H
R1
feruli¢na kiselina H CH30 OH H
Ry R, izoferuli¢na kiselina H OH CHsO H
R
° sinapna kiselina H CHsO OH CHsO
6)
HO \ OH
0
HO N
X 0" OH
OH
HO

Slika 7. Struktura klorogenske kiseline

Biosinteza fenolnih kiselina odvija se iz aromatskih aminokiselina, L-fenilalanina i L-

tirozina, nastalih iz korizmata biosintetskim putem Sikiminske kiseline (Slika 8). L-fenilalanina se
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naknadno prevodi u razli¢ite hidroksicimetne kiseline putem sinteze fenilpropanoida koji ukljucuje
tri koraka i zajedni¢ki je put sinteze veline sekundarnih metabolita. Prvi korak ukljucuje
stereospecificnu deaminaciju fenilalanina uz nastanak trans dvostruke veze bo¢nog lanca cimetne
kiseline. Potom dolazi do hidroksilacije aromatskog prstena u para polozaju uz nastanak p-
kumarne kiseline. Daljnjim enzimski kataliziranim reakcijama hidroksilacije i metilacije
aromatskog prstena nastaju razli¢ite hidroksicimetne kiseline kao $to su kavena, feruli¢na i sinapna
kiselina. Glavni put nastanka hidroksibenzojevih kiselina jest degradacija boc¢nog lanca
fenilpropana, odnosno hidroksicimetnih derivata. Tako se B-oksidacijom skracuje postrani¢ni lanac
p-kumarne Kkiseline (prethodno aktivirane CoA) uz nastanak p-hidroksibenzojeve kiseline.
Eliminacija postranog lanca moguca je i u ranijoj fazi biosinteze kada p-hidroksibenzojeve kiselina
nastaje iz prefenata nastalog iz korizminske kiselina. Daljnjim enzimski kataliziranim reakcijama
hidroksilacije i metilacije aromatskog prstena nastaju razli¢ite hidroksibenzojeve Kkiseline

(protokatehinska, vanilinska, siringinska) (Valanciene i sur. 2020; Robbins, 2003).
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Slika 8. Osnovna shema biosinteze fenolnih kiselina Sikiminskim putem. Enzimi ukljuceni u
reakcije: (I) sikimat kinaza, 5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat sintaza i korizmat sintaza; (1) korizmat
mutaza i prefenat dehidrogenaza; (I11) korizmat mutaza, prefenat aminotransferaza i arogenat
dehidrataza; (IV) korizmat-piruvat liaza; (V) L-fenilalanin amonij liaza (PAL); (VI) oksidaza;
(V1) benzojeva kiselina 4-hidroksilaza; (VI11) benzojeva kiselina 2-hidroksilaza; (1X) salicilna
kiselina 3-hidroksilaza (S3H); (X) 4-hidroksibenzojeva kiselina 3-hidroksilaza; (XI)
protokatehinska kiselina 3-O-metiltransferaza; (XII) vanilinska kiselina 5-hidroksilaza; (XIII) 5-
hidroksivanilinska kiselina 5-O-metiltransferaza; (XIV) 4-hidroksibenzaldehid sintaza i 4-
hidroksibenzaldehid dehidrogenaza; (XV) cimetna kiselina 2-hidroksilaza; (XV1) cimetna kiselina
4-hidroksilaza; (XVII) tirozin amonij liaza (TAL); (XVII) 4-kumarna kiselina 3-hidroksilaza;
(XIX) kavena kiselina 3-O-metiltransferaza; (XX) ferulicna kiselina 5-hidroksilaza; (XXI)
kavena/5-hidroksiferuli¢na kiselina 5-O-metiltransferaza (COMT) (preuzeto i prilagodeno prema
Valanciene i sur. 2020)
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1.1.3. Stilbeni

Stilbeni ¢ine klasu polifenolnih spojeva s 1,2-difeniletilenskom jezgrom (Ces-C2-Ce).
Posjeduju jaka antioksidacijska svojstva te lako stvaraju oligomere povezivanjem heterogenih ili
homogenih monomernih stilbena. Raznolika oligomerizacija te sloZzena konfiguracija doprinose
strukturnoj raznolikosti oligomernih stilbena. Iako nisu Siroko rasprostranjeni poput drugih
polifenolnih spojeva, stilbeni i njihovi hidroksilirani derivati stilbenoidi se opseZno istrazuju.
Svakodnevno se otkrivaju nove molekule stilbena koje pokazuju razli¢itu bioaktivnost. Isti¢u se
njihova antioksidacijska, antimikrobna, antimalarijska, citotoksi¢na, hepatoprotektivna i
protuupalna svojstava. Glavni i ujedno najistaknutiji izvori ovih spojeva su grozde i crveno vino,

a najpoznatiji spoj iz ove skupine jest resveratrol (Andrei i sur., 2019; Shen i sur., 2009).

Resveratrol

Stilben resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben) ubraja se u grupu fitoalksina, spojeva koji se
de novo sintetiziraju u biljaka kao odgovor na stres, primjerice, infekciju patogenima. U biljkama
se javlja u obliku smjese cis i trans izomera, pri ¢emu trans oblik (Slika 9) pokazuje bolju biolosku
aktivnost. Zbog jakog antioksidacijskog potencijala trans-resveratrol pokazuje potencijal u
prevenciji kardiovaskularnih bolest, zastiti od pojavnosti dijabetesa, pojedinih vrsta raka te
neurodegenerativnih oboljenja (Andrei i sur., 2019; Donnez i sur., 2009). Resveratrol je prvi put
izoliran iz korijena ¢emerike Veratrum grandiflorum 1939. godine, a potom iz biljke tradicionalne
kineske medicine Polygonum cupsidatum. Crno vino je danas najpoznatiji izvor resveratrola, a
kojemu se upravo zbog njegove prisutnosti pripisuje pozitivan uc¢inak na kardiovaskularni sustav.
Osim u vinu, resveratrol se moze pronacéi i u crnom grozdu, borovnicama, brusnicama, crnom dudu
i kikirikiju (Tian i Liu, 2020; Huang i sur., 2020; Donnez i sur., 2009).
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Slika 9. Struktura trans-resveratrola

Sinteza resveratrola, slicno kao 1 kod flavonoida, odvija se kombinacijom puta Sikiminske
kiseline i acetatnog puta. Pocetni spoj u sintezi jest L-fenilalanin odnosno L-tirozin, oba nastala iz
Sikiminske kiseline. Djelovanjem fenilalanin amonij liaze, L-fenilalanin se prevodi u cimetnu
kiselinu koja djelovanjem cinamat 4-hidroksilaze prelazi u p-kumarnu kiselinu. Ona moze nastati
i iz L-tirozina djelovanjem tirozin amonij liaze. Vezanjem konzima A (CoA) na p-kumarnu kiselinu
nastaje p-kumaroil-CoA koji potom reagira s tri molekule malonil-CoA dajuéi trans-resveratrol,
uz enzim stilben sintazu (Donnez i sur., 2009; Crozier i sur., 2009). Slika 10 prikazuje sintezu

trans-resveratrola s pripadaju¢im enzimima.
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Slika 10. Biosinteza resveratrola. Enizimi ukljuceni u reakcije: PAL — fenilalanin amonij liaza;
C4H — cinamat 4-hidroksilaza; TAL — tirozin amonij liaza;4CL - p-kumarat-CoA ligaza; SS —

stilben sintaza (preuzeto i prilagodeno prema Donnez i sur., 2009)
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1.2. Seéerna bolest

Se¢erna bolest ili dijabetes (lat. diabetes mellitus) kroni¢na je metabolicka bolest
karakterizirana dugotrajno poveéanom razinom glukoze u Krvi zbog prisutne inzulinske
se povecava prevalencija Secerne bolesti, najvise u nisko i srednje razvijenim zemljama. Dijabetes
je postao globalni zdravstveni problem. Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije ¢ak
422 milijuna ljudi diljem svijeta boluje od ove bolesti, a godis$nje od nje umire oko 1,5 milijuna
ljudi. Prema patologiji i etiologiji razlikuju se Cetiri tipa Secerne bolesti: SeCerna bolest tipa 1,
SeCerna bolest tipa 2, drugi tipovi SeCerne bolesti te gestacijski dijabetes (Nolte Kennedey i
Masharani, 2020).

Seéerna bolest tipa 1 ili dijabetes ovisan o inzulinu posljedica je oStecenja B-stanica
gusterace odgovorih za stvaranje inzulina. Genetska predispozicija te virusne infekcije ili
autoimune bolesti mogu dovesti do degradacije B-stanica, $to za posljedicu ima teski ili apsolutni
nedostatak inzulina, pa je inzulinska terapija neophodna za kontrolu glukoze u oboljelih. Dijabetes
tipa 1 javlja se u 5-10 % oboljelih i to uglavnom u mladenackoj dobi zbog Cega se jos i naziva
juvenilnim dijabetesom. U serumu oboljelih od dijabetesa tipa 1 mogu se pronaci protutijela na -
stanice, a u nekih i inzulinska protutijela (Nolte Kennedey i Masharani, 2020; Guyton i Hall, 2017,
Bozikov, 2003).

Tip 2 je najces¢i oblik Secerne bolesti jer se javlja u oko 90-95 % svih dijagnosticiranih
sluc¢ajeva i1 predstavlja znacajan javnozdravstveni problem kao vode¢i uzrok morbiditeta i rane
smrti. Bolest se razvija postupno te se uglavnom manifestira nakon 30. godine Zivota zbog ¢ega je
poznata i kao Secerna bolest odrasle dobi. Razvoj bolesti povezuje se sa pretiloscu, sjedilackim
nacinom zivota, nedostatkom tjelesne aktivnosti, nezdravim prehrambenim i Zivotnim navikama,
odnosno s ¢imbenicima koji doprinose razvoju inzulinske rezistencije. U bolesnika sa Se¢ernom
bolesti tipa 2 hiperglikemija se javlja zbog smanjene osjetljivosti ciljanih tkiva na inzulin te
smanjenog utoka glukoze u stanice perifernih tkiva. Posljedi¢no se poti¢e kompenzacijski odgovor
B-stanica u vidu povecanog izlu€ivanja inzulina (hiperinzulinemija), $to dugoro¢no moze dovesti
do iscrpljivanja i progresivnog propadanja p-stanica te potrebe za uvodenjem inzulinske terapije.

Osim na metabolizam ugljikohidrata, smanjeni u€inak inzulina utjece i na metabolizam masti, Sto
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dovodi do smanjene razine HDL-kolesterola, a povecane razine slobodnih masnih kiselina i
triglicerida u krvi. Navedeni metaboli¢ki poremecaji koji su u pozadini ove bolesti povecavaju rizik
od razvoja Kkardiovaskularnih bolesti, retinopatije, nefropatije, neuropatije, dijabeticke
kardiomiopatije i drugih komplikacija Secerne bolesti (Nolte Kennedey i Masharani, 2020; Guyton
i Hall, 2017; Bozikov, 2003).

Drugi tipovi Secerne bolesti obuhvacaju druge specifi¢ne uzroke hiperglikemije kao sto su
pankreatektomija, pankreatitis, terapija lijekovima, druge bolesti koje nisu povezane sa gusteraom
i dr. Gestacijski dijabetes (GDM) se pojavljuje u trudnoéi jer posteljica i njezini hormoni dovode
do povecanog lu¢enja inzulina i smanjene inzulinske osjetljivosti. Na kraju gestacijskog razdoblja
ovaj se oblik dijabetesa uglavnom povlaci, ali tijekom trudno¢e moze povecati rizik od smrtnosti,
a ukoliko se razvije dijabeticka nefropatija raste rizik od pojavnosti preeklampsije i posljedicno
rizik od intrauterinog usporenog rasta, prijevremenog poroda ili mrtvorodenja (Nolte Kennedey i

Masharani, 2020; Kaul i sur. 2012).

1.3. Antidijabetici

Hipoglikemijski lijekovi za terapiju $ecerne bolesti tipa 2 (SBT2) djeluju razli¢itim
mehanizmima. Veéinom su to oralni antidijabetici, uz izuzetak agonista receptora za GLP-1 koji

se primjenjuju supkutano.

Derivati sulfonilureja, meglitinidi i derivati D-fenilalanina ¢ine skupinu lijekova koji
vezanjem za receptore sulfonilureje poticu otpustanje ve¢ stvorenog inzulina iz B-stanica gusterace
zatvaranjem kalijevih kanala koje uzrokuje depolarizaciju i posljedi¢no otvaranje 0 naponu ovisnih
kalcijskih kanala. Kao inzulinski sekretagozi ucinkovito snizavaju razinu glukoze u krvi samo u
onih pacijenta u kojih je zadrzana funkcija B-stanica. Najces¢e nuspojave jesu hipoglikemija te

porast tjelesne mase.

Bigvanidi i tazolidindioni djelovanjem na jetru, miSi¢e i masno tkivo uzrokuju snizavanje
razine glukoze u krvi. Glavni bigvanid metformin prvenstveno smanjuje glukoneogenezu u jetri te
ne dovodi do pojavnosti hipoglikemije, hiperinzulinemije i poveéanja tjelesne mase. Dokazano

smanjuje rizik od makro- i mikrovaskularnih oboljenja te rizik od kardiovaskularne smrtnosti. Zbog

21



navedenoga zlatni je standard u terapiji SBT2. Najées¢i neZeljeni uéinci jesu probavnog tipa
(mucnina, abdominalna nelagoda, povracanje, proljev), a javljaju se uglavnom na pocetku terapije
i obi¢no su prolazni. Tiazolidindioni smanjuju inzulinsku rezistenciju vezanjem na PPAR-y
receptore smjeStene u jetri te miSicnom i masnom tkivu modulirajuéi ekspresiju gena ukljucenih u
metabolizam glukoze i lipida, diferencijaciju adipocita i prijenos signala potaknutog inzulinom.
Povecavaju ekspresiju nosaca glukoze, smanjuju razinu slobodnih masnih kiselina te otpustanje
glukoze iz jetre. Porast tjelesne mase i retencija vode su najcesce nuspojave, a postoji i odredeni

kardiovaskularni rizik.

Inhibitori dipeptidil peptidaze 4 (DPP-4) inhibiraju razgradnju prirodnog inkretina GLP-1,
a inkretinomimetici djeluju kao agonisti receptora za GLP-1, hormon koji se otpusta u crijevima
na poticaj oralne glukoze, povecava sekreciju inzulina, a smanjuje sekreciju glukagona te odgada

praznjenje zeluca i smanjuje tek.

Od novijih antidijabetika, isti¢u se inhibitori kotransportera natrija i glukoze 2 (SGLT2)
smjeStenih u proksimalnim tubulima bubrega. Inhibicijom SGLT2 sprjecava se reapsorcija glukoze
$to za posljedicu ima povec¢avanje glukozurije i snizavanje razine glukoze u plazmi. Stetni uéinci
koji se mogu javiti jesu infekcije urinarnog i genitalnog trakta, poliurija, hipotenzija, osmotska

diureza i Zed (Nolte Kennedey i Masharani , 2020).

Prirodni biljni produkti sve vise dobivaju na znacaju zbog svojih terapijskih i preventivnih
svojstava. Mnoge biljke su izvor bioaktivnih spojeva (polifenoli, karotenoidi, lignani, kumarini i
dr.) koji pokazuju farmakoloSki znacajne antidijabeticke ucinke uz manje toksi¢nih i drugih
nezeljenih ucinaka. Takoder, neki od tih biljnih produkata posluzili su kao uzor za razvoj
konvencionalno dostupnih antidijabetika. Galegin, spoj izoliran iz biljke Galega officinalis
(Fabaceae), posjeduje antidijabetiCka svojstva, a strukturno mu je slican metformin (Salei 1 sur.,
2019; Rios i sur., 2015). Brojne se biljke tako zbog svoje dostupnosti koriste u tradicionalnoj
medicini za terapiju Secerne bolesti, a neke od njih sa dokazanim povoljnim antidijabetickim i
hipoglikemijskim ucincima jesu Nigella sativa, Curcuma longa, Allium sativum i Panax ginseng
(Alam i sur., 2022), Trigonella foenum-graecum (Rios i sur., 2015.), Cornus capitata (Bahatia i

sur., 2019) i Vaccinium myrtillus (Bljaji¢ i sur. 2017).
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1.3.1. Inhibitori a-glukozidaze

Enzim a-glukozidaza, smjestena u ¢etkastoj mukoznoj membrani tankoga crijeva, katalizira
hidrolizu terminalnih a(1->4) vezanih a-glukoznih ostataka oligosaharida uzrokujuci njihovu
razgradnju do glukoze. Inhibitori a-glukozidaze tako usporavaju razgradnju disaharida i S§kroba
u tankome crijevu, $to za posljedicu ima smanjenu postprandijalnu apsorpciju glukoze.
Neprobavljeni ugljikohidrati podlijezu fermentaciji u kratkolancane masne kiseline, uz
oslobadanje plina $to dovodi do nadimanja, proljeva i abdominalne boli kao izraZzenih nezeljenih
ucinaka koji se s trajanjem lijeCenja smanjuju (Nolte Kennedey i Masharani, 2020; Assefa i sur.
2019).

Akarboza, miglitol i voglibos (Slika 11) su komercijalno dostupni kompetitivni inhibitori
a-glukozidaze. Akarboza i miglitol djeluju i kao potentni inhibitori a-amilaze, glukoamilaze, i
sukraze uz slabi u¢inak na izomaltazu. Akarboza je strukturno sli¢na tetrasaharidima zbog cega
se na apsorbira i djeluje lokalno u crijevima gdje se ne razgradujue djelovanjem probavnih
enzima. S druge strane, miglitol pokazuje strukturnu sli¢nost glukozi te se apsorbira u tankome
crijevu. Voglibos se ne apsorbira, a reverzibilno i kompetitivno inhibira glukoamilazu, sukrazu i
izomaltazu, ali ne i oa-amilazu. Spomenuti inhibitori uspje$no smanjuju postprandijalnu
hiperglikemiju bez rizika od hipoglikemije s tim da ¢e im ucinak ovisiti o vrsti ugljikohidrata

prisutnih u prehrani bolesnika (Nolte Kennedey i Masharani, 2020; Bedekar i sur., 2010).

Neke od biljaka koje inhibiraju a-glukozidazu su Allium sativum, Cinnamomum
zeylanicum, Cornus officinalis, Eugenia uniflora, Ficus racemose, Juniperus communis, Morus
alba te Salvia officinalis (Salehi i sur. 2019). Sekundarni metaboliti kao $to su alkaloidi, fenolne
kiseline, flavonoidi, terpenoidi i antocijani imaju potencijal inhibicije a-glukozidaze zahvaljujuci

specifi¢noj strukturi i funkcionalnim skupinama koje posjeduju (Assefa i sur. 2019).
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Slika 11. Strukture inhibitora a-glukozidaze (preuzeto i prilagodeno prema Bedekar i sur., 2010)
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Seéerna bolest predstavlja brzorastuéi globalni problem sa sve ve¢im brojem oboljelih.
Prevencija i adekvatna terapija su stoga klju¢ne za sprjeavanje progresije bolesti i njezinih
komplikacija kao i smrtnih ishoda. Nezeljeni ucinci sintetskih antidijabetika otvaraju vrata
istrazivanjima prirodnih spojeva kao farmakoloski aktivnih tvari sa zadovoljavaju¢im terapijskim

svojstvima, uz manje nezeljenih uéinaka.

Zahvaljujuci svojim bioaktivnim tvarima s antidijabetickim ucinakom, pojedine su biljke
pronasle svoje mjesto u tradicionalnoj medicini. Siroko rasprostranjena, heterogena skupina
polifenola, kao najzastupljenijih biljnih spojeva, krije veliki broj razli¢itih i bioloski aktivnih
sekundarnih metabolita, od kojih se posebice isti¢u flavonoidi, fenolne kiseline i stilbeni. Njihova
antioksidacijska svojstva ¢ine ih prepoznatim biljnim tvarima s brojnim pozitivnim ucincima na

ljudsko zdravlje.

Svrha ovoga rada bila je provesti usporednu procjenu sposobnosti polifenola da inhibiraju
a-glukozidazu, istaknuti one naju¢inkovitije te prona¢i moguéu poveznicu izmedu strukturnih

obiljeZja ispitivanih spojeva i inhibicijskog u¢inka.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

natrij hidrogenfosfat dihidrat (Merck, Darmstadt, Njemacka)

natrij dihidrogenfosfat dihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

0,1 M natrijev hidroksid

dimetil sulfoksid (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

a-glukozidaza iz Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

3.1.2. Ispitivani polifenolni spojevi

U radu su koristeni sljedeci standardi flavonoida, fenolnih kiselina i stilbena:

kvercetin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
kvercitrin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
izokvercitrin (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka)
kemferol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

rutin (Fluka, Buchs, Svicarska)

apigenin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
luteolin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
apigenin-7-O-glukozid (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka)
luteolin-7-O-glukozid (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka)
miricetin (Fluka, Buchs, Svicarska)

ramnetin (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka)

hesperetin (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka)

hesperidin (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka)

naringin (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka)

naringenin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
(+)-katehin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
(-)-epikatehin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
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krizin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

akacetin (Extrasynthése, Genay, France)

ruzmarinska kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
galna kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
klorogenska kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
kavena kiselina (Fluka, Buchs, Svicarska)

feruli¢na kiselina (Fluka, Buchs, gvicarska)

izoferuli¢na kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
o-kumarinska kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
p-kumarinska kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
vanilinska kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
izovanilinska kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
siringinska kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
salicilna kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

resveratrol (Extrasynthése, Genay, France)

3.1.3. Instrumenti i pribor

analiticka vaga AB54-S (Mettler Toledo, Svicarska)

pH-metar Eutech Expert (Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, SAD)
ultrazvucna kupelj Sonorex Digital 10 P (Bandelin, Berlin, Njemacka)

labaratorijski termostat (Inko, Zagreb, Hrvatska)

¢ita¢ mikrotitarske plo¢ice Chromate Microplate Reader (Awareness Technology, Palm
City, SAD)

TPP mikrotitarska ploc¢ica s 96 jazica (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen,
Svicarska)

multikanalna i jednokanalne automatske pipete Research plus (Eppendorf, Hamburg,

Njemacka)
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3.1.4. Programski paketi
e ChroMate Manager (Awareness Technology, Palm City, SAD)
e Microsoft Office Excel (Microsoft, Redmond, Washington, SAD)
e ChemSketch (ADC/Labs, Toronto, Ontario, Kanada)

3.2. METODA

3.2.1. Spektrofotometrijsko odredivanje sposobnosti inhibicije a-glukozidaze

Sposobnost flavonoida, fenolnih kiselina i stilbena da inhibiraju a-glukozidazu ispitana je
spektrofotometrijskom metodom. Pri pH vrijednosti 6,8 i temperaturi od 37 °C enzim a-
glukozidaza katalizira hidrolizu kromogenog supstrata p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida do
produkata a-D-glukoze i p-nitrofenola. Jedna jedinica enzima (1U) potreban je za stvaranje 1 umol-
a p-nitrofenola iz p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida u minuti. Nastali p-nitrofenol daje Zuto
obojenje (Slika 12), omogucujuéi spekrofotometrijsko odredivanje aktivnosti a-glukozidaze

mjerenjem apsorbancije na 405 nm (Lankatillake i sur., 2021).

CH,0H CH,0H
. o

K a-glucosidase

OH NO, ﬁ OH + HO NO,

o)
OH OH OH
OH OH
p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside p-nitrophenol
(colourless) D-glucose Amax = 405 nm
(yellow)

Slika 12. Hidroliza bezbojnog p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida u obojeni p-nitrofenol pomocéu

a-glukozidaze (preuzeto iz Lankatillake i sur., 2021)
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3.2.2. Priprema reagensa i ispitivanih otopina

otopina fosfatnog pufera

Pripremi se 0,1M otopina fosfatnog pufera pH vrijednosti 6,8 otapanjem natrij hidrogen
fosfata dihidrata i natrij dihidrogen fosfata dihidrata u destiliranoj vodi. Vrijednost pH

podesi se na 6,8 dodatkom odgovarajuce koli¢ine koncentrirane kiseline odnosno luzine.

otopina enzima

Pripremi se otopina enzima koja sadrzi 1,0 U/mL a-glukozidaze u fosfatnom puferu.

Masena koncentracija otopine enzima iznosila je 0,0425 mg/mL.

otopina supstrata

Pripremi se 1,25 mM otopina p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida (Mr = 301,25 g/mol) u

fosfatnom puferu.

otopina 10 %-tnog DMSO-a
Pripremi se otopina 10 %-tnog dimetil sulfoksida u fosfatnom puferu.

otopina ispitivanih polifenola

Niz serijskih razrjedenja uzorka pripremi se u mikrotitarskim plo¢icama u 100 pL 10 %-

tnog DMSO-a u rasponu koncentracija 1600-100 pg/mL.
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3.2.3. Ispitivanje inhibicije a-glukozidaze

U mikrotitarskskim plo¢icama (96 jazica) pripremi se niz serijskih razrjedenja uzorka u 100
uL 10 %-tnog DMSO-a u rasponu koncentracija 1600-100 pg/mL. Priprema se dva puta
koncentriranija po¢etna otopina uzorka kako bi se u¢inak ispitao u Zeljenoj koncentraciji. U slu¢aju
rubno dobivenih rezultata postupak je ponavljan uz povecavanje ili smanjivanje raspona
koncentracija sa ciljem odredivanja vrijednosti ICso. Odredivanje se provodi u duplikatu uz dodatan
red uzorka u istom razrjedenju radi oduzimanje pozadinske apsorbancije (zamuéenje i/ili obojenost
uzorka). U kontrolne jazice (po dvije u sva 3 reda) stavi se 100 uL 10 %-tnog DMSO-a bez
ispitivanog uzorka. U svaku se jazicu doda 50 uL otopine a-glukozidaze (1,0 U/mL), a potom sve
inkubira 10 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije, u svaku jazicu se doda 50 pL otopine p-nitrofenil-
a-D-glukopiranozida (1,25 mM), s tim da se u jazice treceg reda umjesto 50 pL supstrata doda 50
uL fosfatnog pufera. Sve se inkubira na sobnoj temperaturi 5 minuta, a potom mjeri apsorbancija

na 405 nm u c¢itacu mikrotitarske plocice.

100 pL 10 %-tnog DMSO-a + 50 uL
enzima + 50 pl supstrata

12 3 4 5 & 7 8 © 10 11 12
000000000000 08 10 Prog DS+ 07T
enzima + 50 pL fosfatnog pufera

000000000000
000000000000

100 pL uzorka + 50 pL enzima
+ 50 pL supstrata

O|0|0O|0

100 pL uzorka + 50 pL enzima
+ 50 pL fosfatnog pufera

900000000000

900000000000

OOOOOOOOOOOO jazice koncentracija uzorka
H1, H2, H3 800 pg/mL

OOOOOOOOOOOQ)| | erczes | swumm

TGO T MO m@>»

OOOOOOOOOOOQ) | —aee [ imuwm

D1, D2, D3 50 pg/mL

Slika 13. Shema mikrotitarske plo¢ice (preuzeto i prilagodeno s https://upload.wikimedia.org/
wikipedia/commons/thumb/0/07/96-Well_plate.svg/1280px-96-Well_plate.svg.png)
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3.2.4. Odredivanje postotka inhibicije a-glukozidaze

Iz eksperimentalno dobivenih vrijednosti apsorbancije racuna se sposobnost inhibicije a-

glukozidaze, izraZzen u postocima, prema sljede¢em izrazu:

A0-A1 100
A0

% inhibicije a-glukozidaze =
Izraz A0 oznacava srednju vrijednost apsorbancija dviju kontrolnih otopina koje su umjesto uzorka
sadrzavale jednaku koli¢inu otapala, a A1 apsorbanciju ispitivane otopine. Vrijednosti apsorbancija
umanjene su za odgovarajuci iznos pozadinske apsorbancije. Interpolacijom na temelju linearne
regresijske analize odnosa ucinka i koncentracije dobivene su jednadzbe pravaca i pripadajuci
koeficijenti determinacije r? te koncentracija uzorka koja ostvaruje 50 %-tni ué¢inak inhibicije

(IC50).

Eksperimentalno dobiveni podaci zabiljezeni su pomocu programa ChroMate Manager
(Awareness Technology, Palm City, SAD), a potom su pohranjeni i obradeni u ra¢unalnom
programu Microsoft Office Excel (Microsoft, Redmond, Washington, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Inhibicijski u¢inak flavonoida na aktivnost a-glukozidaze

Za sve ispitivane uzorke odredivanje sposobnosti inhibicije a-glukozidaze se provodi u
duplikatu. lzracunati su postotci inhibicije a-glukozidaze i odredene srednje vrijednosti istih kao i
pripadajuce vrijednosti standardne devijacije (SD). Graficki su obradeni podaci odnosa postotka
inhibicije 1 koncentracije uzorka pri ¢emu su uzimane vrijednosti koncentracija i pripadajuci
postoci inhibicije iznad, ispod i oko 50 %-tne aktivnosti. Linearnom regresijskom analizom
dobivene su jednadzbe pravaca i pripadajuci koeficijenti determinacije r?. Koristenjem jednadzbi
pravaca odredena je koncentracija uzorka pri kojoj se postize 50 %-tni u¢inak inhibicije (ICso), uz

pripadajucu vrijednost standardne devijacije (SD).

U Tablici 6 prikazani su rezultati ispitivanja inhibicijske aktivnosti flavonoida u
koncentracijama od 50 pg/mL do 800 (16000) pug/mL. Vidljivo je da miricetin i kvercetin ve¢ u
najnizoj ispitanoj koncentraciji znacajno inhibiraju aktivnost enzima. U odnosu na miricetin
(46,48-83,67 %), inhibicijsko djelovanje kvercetina je konstantno slabije (37,42-61,22 %). lako je
ucinak kemferola konstantno zaostajao za ucinkom kvercetina, ipak je u najvecoj testiranoj
koncentraciji pokazao bolji u¢inak (67,47 %). Metilirani aglikon ramnetin djelovao je znacajno
slabije (0-28,55 %) u odnosu na prethodno spomenute flavonolske aglikone. Glikozidni oblici
kvercetina ve¢inom su bili manje djelotvorni od aglikona, izuzev rutina koji je u koncentraciji od
800 pg/mL nadmasio ucinak kvercetina. U usporedbi s flavonolima, flavoni su se pokazali
znacajno slabijim inhibitorima enzima ili uopée nisu bili djelotvorni poput krizina. Svakako je
potrebno napomenuti da slaba topljivost krizina i akacetina u dimetilsulfoksidu moze biti razlogom
izostanka ucinka ili iznimno slabe djelotvornosti. Rezultati u Tablici 6 pokazuju da luteolin i
luteolin-7-O-glukozid znacajno inhibiraju enzim (36,75-87,13%) tek pri najvisim koncentracijama
800-1600 pg/mL te da je snazniji u¢inak glikozidnog oblika. Flavanon naringenin je u koncentraciji
800 ug/mL ostvario 44,51 %-tnu aktivnost, dok je izostao u¢inak njegovog glikozidnog derivat
naringina. I u slu€aju hesperetina i1 njegovog glikozida, moze se zakljuciti da je glikozid slabiji
inhibitor a-glukozidaze. U odnosu na flavanone koji su slabije djelotvorni, flavan-3-oli katehin i
epikatehin su pokazali bolji u¢inak (6,86-66,12 %).
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Tablica 6. Inhibicijski u¢inak flavonoida na aktivnost a-glukozidaze (x + SD)

Flavonoidi Inhibicija enzima a-glukozidaze (%)
ulge/sgloL 800 pg/mL. 400 pg/mL. 200 pg/mL 100 pg/mL. 50 pg/mL
flavonoli
miricetin / 83,67+363 7244+164 6636212 57,30+x157 46,48+1,62
kvercetin / 61,22+492 5276+142 5426+014 4449+0,08 37,42%2/55
kemferol / 67,47 +4,23 36,27+857 2831+355 16,49+0,72 12,96+1,96
izokvercitrin 5758 +6,76 34,02+7,71 33,70£3,00 2589+449 1954+115 8,88+0,95
rutin 95,17 +0,73 91,21 +2,78 33,44+3/44 / / /
kvercitrin / 2565+0,38 17,30+3,14 1235+0,32 9,12+4,26 5,63 £1,59
ramnetin / 2855+0,28 9,93+£228 10,30+£1,01 4,20+2,88 n.a.
flavoni
;l:ltjelf;'z?(j'o' 87,13+726 39,91+154 11,14 +133 / / /
luteolin 72,02" 36,75* 9,73* / / /
apigenin / 19,13+£434 7,34+£2]12 3,06 £ 0,04 n.a. n.a.
gﬁjizz:z'%o' / 708+261 440+240 156+1,21 na. na.
krizin / n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
akacetin / 4,00 £0,96 n.a. n.a. n.a. n.a.
flavanoni
hesperetin / 17,99+1,22 10,01+0,44 11,40+3,59 6,52+0,46  4,31+1,10
hesperidin / 9,55+3,11  4,60+1,47 n.a. n.a. n.a.
naringenin / 44,51+0,22 36,71+0,23 30,03+0,54 22,89+0,59 19,36+ 2,00
naringin / n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
flavan-3-oli

(+)-katehin / 56,96 + 0,34 4348+185 26,17+328 17,89+048 6,86+0,72
(-)-epikatehin 66,12 +2,78 47,29+131 3054+2,00 21,26+2,33 12,01+1,07 8,91 +£2,35

/ — uzorak nije ispitan u pripadajucoj koncentraciji; n.a. — nije aktivno; * nije odredeno u duplikatu zbog nedostatka

supsatncije
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Od ukupno 19 ispitanih flavonoida, za deset je odredena vrijednost ICso koje su prikazane
u Tablici 7. Medu ispitanim favonoidima, flavonol miricetin je imao najmanju vrijednost ICso
(63,84 pg/mL), Sto je ukazalo na najbolju sposobnost inhibicije aktivnosti a-glukozidaze. Zatim
slijede kvercetin i njegov glikozid rutin te kemferol koji su postigli 50 %-tni ucinak pri
koncentracijama 312,69-553,49 pug/mL. Vrijednosti 1Cso za katehin i luteolin-7-O-glukozid bile su
605,80 pug/mL i 624,79 pug/mL, dok su za epikatehin, luteolin i izokvercitrin bile 1004,93-1313,16
ug/mL.

Tablica 7. Vrijednosti ICsp za ispitivane flavonoide

Flavonoidi ICso (ng/mL)
flavonoli

miricetin 63,84 £ 12,44

kvercetin 312,69 + 47,54

rutin 413,42 + 25,77

kemferol 553,49 + 18,88

izokvercitrin 1313,16 + 96,47

flavoni

luteolin-7-O-glukozid 605,80 + 135,70

luteolin 1139,89*
flavanoni

naringenin 1018,35 + 19,55

flavan-3-oli
(+)-katehin 624,79 + 21,97
(-)-epikatehin 1004,93 + 33,24

* nije odredeno u duplikatu zbog nedostatka supsatncije

Dobiveni rezultati su pokazali da flavnoidi imaju sposobnost inhibicije a-glukozidaze, $to
je u skladu s prethodnim istrazivanjima. NajcescCe ispitivani flavonoidi kao inhibitori a-glukozidaze
su kvercetin (Praparatan i sur., 2022; Liu i sur., 2020; Meng i sur., 2016; Flores-Blocanegra i sur.,
2015), miricetin (Liu i sur., 2020; Meng i sur., 2016), epikatehin (Praparatan i sur., 2022; Flores-

Blocanegra i sur., 2015) i kemferol (Liu i sur., 2020). Prema Mengu i sur. (2016) miricetin i

37



kvercetin izolirani iz biljne vrste Hovenia dulcis u¢inkoviti su inhibitori a-glukozidaze, a miricetin
je inhibitorno potentniji. Liu i sur. (2020) su pokazali da flavonoidi iz biljke Morelia rubra,
inhibiraju a-glukozidazu prema redoslijedu: miricetin > kvercetin > kemferol. Ostvarene ucinke
pojedinih flavonoida iz ovog rada je tesko usporediti s literaturnim podacima zbog koristenja
razli¢itih metoda ispitivanja, ukljucujuci a-glukozidazu iz razli¢itih izvora, razli¢ite koncentracije
uzoraka, enzima i supstrata, razlicita otapala te razliita vremena inkubacije. Rezultati ovog rada
su u skladu s istrazivanjem kojeg su proveli Tadera i sur. (2006). Istrazivali su inhibicijsku
aktivnost flavonoida iz razliCitih skupina na o-glukozidazu iz kvasca. Ukazali su na snazna
inhibicijska svojstva flavonola. Unutar skupine flavonola najveca aktivnost zabiljezena je za
miricetin, potom kvercetin, a zatim kemferol. Katehin je bio djelotvorniji od epikatehina, a

naringenin je pokazao bolji u¢inak od hesperetina.

4.2. Inhibicijski u¢inak fenolnih kiselina na aktivnost a-glukozidaze

U usporedbi s flavonoidima, fenolne kiseline su pokazale znacajno slabiju sposobnost
inhibicije a-glukozidaze (Tablica 8). U ispitivanom rasponu koncentracija 50-800 pug/mL niti jedna
ispitivana fenolna kiselina nije postigla 50%-tnu inhibiciju aktivnosti enzima. U najvecéoj ispitanoj
koncentraciji hidroksibenzojeve kiseline su ostvarile 7,40-14,54 %-tni ucinak, dok su
hidroksicimetne kiseline inhibirale 0-40,10 % aktivnosti enzima. 1zovanilinska kiselina se pokazala
kao najbolji inhibitor medu hidroksibenzojevim kiselinama, dok je ruzmarinska kiselina bila

najucinkovitija iz skupine hidroksicimetnih kiselina u koncentraciji 200 pg/mL.

Uvidom u literaturne podatke moze se zakljuéiti da su medu hidroksibenzojevim kiselinama
najvise ispitivane vanilinska, galna i siringi¢na kiselina (Aleixandre i sur., 2022; Malunga i sur.,
2018), dok su p-kumarinska (Aleixandre i sur., 2022; Malunga i sur., 2018; Taslimi i Gulgin, 2017),
kavena, feruli¢na, sinapna te klorogenska kiselina (Aleixandre i sur., 2022; Malunga i sur., 2018)
najvise ispitane hidroksicimetne kiseline. Ispitujuéi inhibiciju a-glukozidaze Stakora, Malunga i
sur. (2018) su dosli do =zakljucka da su hidroksicimetne Kkiseline bolji inhibitori od
hidroksibenzojevih kiselina te su posebice istaknuli kavenu i klorogensku kiselinu. Suprotno tome,
u ovom istrazivanju klorogenska kiselina nije pokazala uéinak ni pri najvecoj ispitanoj

koncentraciji. S druge strane, Aleixandre i sur. (2022) su istaknuli uc¢inak kavene kiseline na
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aktivnost a-glukozidaze iz kvasca, dok su najmanju sposobnost inhibicije zabiljezili za vanilinsku

i siringi¢nu kiselinu, $to je u skladu s rezultatima ovoga rada.

Tablica 8. Inhibicijski u¢inak fenolnih kiselina na aktivnost a-glukozidaze (x £ SD)

Fenolne kiseline

Inhibicija aktivnosti a-glukozidaze (%0)

800 pg/mL. 400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL. 50 pg/mL
hidroksibenzojeve kiseline
vanilinska kiselina 740+158 528+1,65 n.a. n.a. n.a.
izovanilinska kiselina 1454+138 6,31+0,67 4,18+0,01 340%+0,39 3,03+0,13
salicilna kiselina 10,85+345 2,95+2,19 n.a. n.a. n.a.
galna Kiselina 9,87+0,62 557+1,08 2,80+0,52 n.a. n.a.
siringi¢na kiselina 925+251 453+0,86 415+182 1,65+0,33 n.a.
hidroksicimetne kiseline

kavena kiselina 20,63+56 11,24+480 751+447 657+580 522+3,76
feruli¢na kiselina 13,08 +0,25 8,19+0,37 n.a. n.a. n.a.
izoferuli¢na Kkiselina 990+100 741+£1,70 280+£1,13 n.a. n.a.
o-kumarinska kiselina 1284+063 3,70+146 2,02+1,10 n.a. n.a.
p-kumarinska kiselina 13,73+1,43 580+162 2,91+0,08 n.a. n.a.
klorogenska kiselina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
ruzmarinska Kiselina / / 40,10+£0,77 1841+223 7,63+1,26

/ — uzorak nije ispitan u pripadaju¢oj koncentraciji; n.a. — nije aktivno
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4.3. Inhibicijski u¢inak resveratrola na aktivnost a-glukozidaze

Stilben resveratrol je pokazao najvecu sposobnost inhibicije a-glukozidaze od svih
ispitivanih polifenolnih spojeva. U koncentracijama 12,5 pg/mL, 25 pg/mL i 50 pg/mL inhibirao
je enzim u sljede¢im postocima: 55,71 + 0,06 %, 70,92 £ 1,73 % i 80,20 + 0,03 %. Dakle, pri
najnizoj ispitivanoj koncentraciji je ostvario 56%-tni ucinak. Moguce je napraviti usporedbu s
miricetinom koji je pokazao najsnazniji uéinak medu flavonoidima. Da bi taj flavonolski aglikon

postigao 50 %-tni uéinak bila je potrebna koncentracija veca od 50 ug/mL (Tablica 7).

Dostupni literaturni podaci upucuju takoder na snazna inhibicijska svojstva resveratrola
(Khalid i sur., 2022; Zhang i sur., 2017; He i Lu, 2013; Kerem i sur., 2006). U usporedbi s
akarbozom, resveratrol je u nekoliko studija pokazao ve¢i inhibicijski u¢inak na aktivnost a-
glukozidaze (Zhang i sur., 2017; He i Lu, 2013).

4.4. Poveznica strukturnih obiljezja i inhibicijskog u¢inka ispitivanih flavonoida

Ideja ovoga rada, izmedu ostaloga, bila je pronaéi vezu izmedu strukturnih obiljezja
ispitivanih fenolnih spojeva i njihovog inhibicijskog u¢inka na aktivnost a-glukozidaze. Odnos
strukture i djelovanja flavonoida moguce je promotriti na viSe razina. Gao i sur. (2004a; 2004b) su
razmatrali vaznost prstena A i B u strukturi flavonoida, to¢nije flavona, za sposobnost inhibicije a-
glukozidaze te ulogu hidroksilnih supstitucija na tim prstenovima. Zakljucili su da je struktura
5,6, 7-trihidroksiflavona klju¢na za snaznu aktivnost te da je hidroksilna supstitucija na B prstenu
5,6,7-trihidroksiflavona povoljna za navedenu aktivnost, dok se metoksilna supstitucija pokazala
nepovoljnom. S druge strane, Tadera i sur. (2006) su takoder sugerirali da hidroksilna supstitucija
na prstenu B povecava inhibiciju aktivnosti a-glukozidaze, uz nezasi¢enost prstena C te prisutnost
3-OH i 4-CO skupine na prstenu C.

Utjecaj hidroksilne supstitucije na B prstenu na ucinak ispitivanih spojeva moguce je
prouciti ovisno o tome je li rijec o 4'-hidroksiliranim, 3'4'-dihidroksiliranim ili 3'4'5'-
trihidroksiliranim flavonoidima. Unutar iste podskupine flavonoida inhibicijska aktivnost se

povecava s porastom broja hidroksilnih skupina na prstenu B. Od ispitanih flavonola, najsnazniji
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uc¢inak pokazao je miricetin koji je ujedno bio jedini 3',4',5-trihidroksilirani flavonoid. S obzirom
na sposobnost inhibicije enzima, opadajuci niz 3',4'-dihidroksiliranih flavonoida ¢ine kako slijedi:
kvercetin > rutin > kemferol > luteolin-7-O-glukozid > (+)-katehin > (-)-epikatehin > luteolin >
izokvercitrin (Slika 14).

Tablica 9. Strukturna obiljeZja flavonoida za koje je odredena vrijednost 1Cso

Flavonoidi
C5- C7- C3'- C4'- C5'-
2= -OH
C2=C3 C3-0 OH  OH OH OH OH IC50 (pg/mL)
flavonoli
miricetin + + + + + + + 63,84 + 12,44
kvercetin + + + + + + - 312,69 + 47,54
rutin + Glu-Ram + + + + - 413,42 + 25,77
kemferol + + + + - + - 553,49 + 18,88
izokvercitrin + Glu + + + + - 1313,16 + 96,47
flavoni
luteolin-7-O-
] + - + Glu + + - 605,80 + 135,70
glukozid
luteolin + - + + + + - 1139,89*
flavan-3-oli
(+)-katehin - + + + + + - 624,79 + 21,97
(-)-epikatehin - + + + + + - 1004,93 + 33,24

* nije odredeno u duplikatu zbog nedostatka supsatncije
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Slika 14. Kemijske strukture devet flavonoida za koje je odredena vrijedost 1Csg. Navedeni su u
opadaju¢em nizu s obzirom na inhibicijski ucinak na aktivnost a-glukozidaze: (1) miricetin, (2)
kvercetin, (3) rutin, (4) kemferol, (5) luteolin-7-O-glukozid, (6) (+)-katehin, (7) (-)-epikatehin, (8)
luteolin, (9) izokvercitrin.
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Unutar skupine flavona, 3'4'-dihidroksilirani spojevi luteolin i luteolin-7-O-glukozid
pokazuju vecu sposobnost inhibicije u odnosu na 4'-hidroksilirane spojeve poput apigenina i
njegovog glikozida. U odnosu na apigenin i apigenin-7-O-glukozid, na polozaju 4' prstena B
akacetin posjeduje metoksi skupinu umjesto hidroksilne, ¢ime mu je aktivnost znac¢ajno Smanjena.
Nadalje, krizin ne posjeduje niti jednu hidroksilnu skupinu na prstenu B, §to najvjerojatnije utjece
na izostanak aktivnosti u ispitivanom rasponu koncentracija. Od ispitivanih flavanona, najsnazniji
ucinak pokazuje naringenin. Hesperetin i njegov glikozidni oblik slabije djeluju jer su metoksilirani

u polozaju 4'.

Medu flavonoidima, flavonoli su se pokazali najboljim inhibitorima aktivnosti o-
glukozidaze. Oni posjeduju dvostruku vezu C2=C3 te 3-OH i 4-CO skupine u heterociklicnom
prstenu C, hidroksilirani su u polozajima 5 i 7 na prstenu A te imaju najmanje jednu hidroksilnu

skupinu na prstenu B.

Tablica 10. Strukturna obiljeZja flavonoida bez vrijednost 1Cso u ispitivanim koncentracijama

Flavonoidi
C2=C3 C3-OH C5-OH C7-OH C3'- C4'- C5'-
OH OH OH
flavoni
apigenin + - + + - + -
apigenin-7-O- + - + Glu - + -
glukozid
krizin + - + + - - -
akacetin + - + + - OMe -
flavonoli
kvercitrin + Ram + + + + -
ramnetin + + + OMe + + -
flavanoni
hesperetin - - + + + OMe -
hesperidin - - + Glu-Ram + OMe -
naringin - - + Glu-Ram - + -
naringenin - - + + - + -
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4.5. Poveznica strukturnih obiljezja i inhibicijskog ué¢inka ispitivanih fenolnih kiselina

Prisutnost hidroksilnih i metoksi skupina na aromatskom prstenu u strukturi ispitivanih
fenolnih kiselina moze se dovesti u vezu s njihovom sposobnosti inhibicije aktivnosti enzima. lako
su opcenito pokazale slab potencijal u usporedbi s flavonoidima, neke su se fenolne kiseline (Slika
15) ipak istaknule u odnosu na ostale. Ruzmarinska kiselina, ester kavene i 3,4-
dihidroksifeniloctene kiseline, ostvarila je najbolji u¢inak. U strukturi posjeduje Cetiri hidroksilne
skupine vezane na aromatske prstenove. Kavena kiselina koja ima dvije hidroksilne skupine na
aromatskoj jezgri je takoder pokazala neSto bolji uc¢inak u odnosu na ostale ispitivane fenolne
kiseline. No, interesantno je da klorogenska kiselina kao ester kavene i kina kiseline (Slika 7) nije
pokazala sposobnost inhibicije enzima. Oboh i sur. (2015) navode kako kina kiselina u sastavu
klorogenske kiseline vjerojatno stvara stericke smetnje u aktivnom mjestu enzima, $to remeti
afinitet vezanja te posljedi¢no sposobnost inhibicije a-glukozidaze. Medu fenolnim kiselinama
slabog ucinka nasle su se one kiseline koje, uz jednu hidroksilnu skupinu, posjeduju jednu ili dvije
metoksi skupine na aromatskoj jezgri (vanilinska, siringi¢na i izoferuli¢na kiselina). Malunga i sur.
(2018) su zakljucili da je inhibicijska snaga fenolnih kiselina pod utjecajem hidroksilacije ili
metoksilacije njihovog aromatskog prstena zbog njihove ukljucenosti u stvaranje interakcija s
enzimom. Ustanovljeno je da hidroksilne skupine imaju veci afenitet za stvaranje vodikovih veza
u odnosu na metoksi skupine te da prisutnost druge hidroksilne skupine povecava snagu inhibicije
enzima mnogo viSe od metoksi skupine na istom polozaju. Aleixandre i sur. (2022) su takoder
opazili da fenolne kiseline s vise od jedne hidroksilne skupine u svojoj strukturi pokazuju vecu
sposobnost inhibicije u usporedbi s kiselinama koje posjeduju samo jednu hidroksilnu skupinu ili
jednu hidroksilnu skupinu s jednom ili dvije metoksi skupine.

Kako su postoci inhibicije a-glukozidaze u ispitivanom rasponu koncentracija fenolnih
kiselina niski, usporedba odnosa strukture i u¢inka je slabo mjerodavna i tesSko je tocno ustvrditi
pravilan obrazac strukturnih obiljeZja koja su kljuéna za inhibiciju a-glukozidaze. Ipak, jasno je da
prisutnost hidroksilnih i metoksi skupina na aromatskim prstenovima ima vaznu ulogu u vezivanju
na aktivno mjesto enzima, Sto utjeCe na sposobnosti inhibicije a-glukozidaze. lako su neke
hidroksicimetne kiseline pokazale nesto bolji u¢inak u odnosu na hidroksibenzojeve, nije moguce

donijeti opCeniti zakljucak o tome.
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Slika 15. Strukture kavene i ruzmarinske kiseline

4.6. Poveznica strukturnih obiljezja i inhibicijskog u¢inka resveratrola

Resveratrol, kao jedini ispitivani stilben, istaknuo se snaznim inhibicijskim ucinkom u
odnosu na sve ostale ispitivane polifenolne spojeve. Osnovna 1,2-difeniletilenska struktura
resveratrola s pridruzene tri hidroksilne skupine na aromatskim jezgrama omoguéavaju vezanje na
aktivno mjesto a-glukozidaze i posljedi¢nu inhibiciju. Vrlo je izgledno da hidroksilne skupine
imaju klju¢nu ulogu u vezanju na enzim, slicno kao kod flavonoida i fenolnih kiselina. Zhang i sur.
(2017) su pokazali da resveratrol i piceatanol snazno inhibiraju a-glukozidazu iz kvasca i sisavaca.
U odnosu na resveratrol, piceatanol sadrzi dodatnu hidroksilnu skupinu na polozaju 3', pa stoga
najvjerojatnije ima i bolji u¢inak. Iako resveratrol pokazuje izuzetnu sposobnost inhibicije a-
glukozidaze, trebalo bi ispitati koje promjene u njegovoj strukturi doprinose povecanju, odnosno
smanjenju inhibicijskog u¢inka. Tako bi se moglo do¢i do spoznaja o skupinama koje su bitne za
optimalno vezivanje na aktivno mjesto enzima. Stoga je pozeljno ispitivanje navedenih stilbena i
flavonoida te njihovih strukturnih analoga da bi se prosirile spoznaje o inhibicijskim uc¢incima

polifenola na aktivnost enzima a-glukozidaze.
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5. ZAKLJUCCI
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Na temelju dobivenih rezultata o sposobnosti inhibicije a-glukozidaze odabranim polifenolnim

spojevima moguce je donijeti sljedece zakljucke:

e Flavonoidi, fenolne kiseline i stilbeni imaju potencijal inhibicije aktivnosti enzima a-

glukozidaze.

e Flavonoidi su pokazali zadovoljavajucu aktivnost, pri ¢emu su se flavonoli istaknuli kao
najpotentniji inhibitori.

e Fenolne kiseline posjeduju slabiju sposobnost inhibicije a-glukozidaze u odnosu na

flavonoide.

e Stilben resveratrol, poznat po izrazenim antioksidacijskim svojstvima, pokazuje

najsnaznije djelovanje od svih ispitanih polifenola.

e Unutar iste podskupine flavonoida sposobnost inhibicije enzima se povecava s porastom
broja hidroksilnih skupina u prstenu B. Flavonol miricetin, kao jedini 3'4'5'-
trihidroksilirani flavonoid ispitan u ovom radu, pokazao je najbolji u¢inak (ICso 63,84 *
12,44 pg/mL).

e Metoksilacija i hidroksilacija aromatskog prstena fenolnih kiselina utjeCe na sposobnost

vezivanju na aktivno mjesto enzima te posljedi¢no na inhibiciju aktivnosti a-glukozidaze.

e Dobiveni rezultati ukazuju na potrebu daljnjih ispitivanja hipoglikemijskih svojstava

testiranih polifenola s najve¢om sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA
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1 U — jedinica enzimske kataliticke aktivnosti
4CL - p-kumarat-CoA ligaza

acetil-CoA — acetil koenzim A

ATP — adenozin trifosfat

C4H — cinamat 4-hidroksilaz

CHI — kalkon izomeraza

CHS — kalkon sintaza

COMT - katehol-O-metiltransferaza

DMSO - dimetil sulfoksid

DPP-4 — dipeptidil peptidaza 4

EPSP - 3-fosfoenolpiruvilSikimat

F3H — flavanon 3-hidroksilaza

FLS — flavonol sintaza

FNS — flavon sintaza

GDM - gestacijski diabetes mellitus

GLP-1 — glukagonu sli¢an peptid-1

HCO3" - bikarbonat/hidrogenkarbonat

ICso - koncentracija uzorka koja ostvaruje 50%-tni u¢inak inhibicije
PAL - fenilalanin amonij liaza

PPAR-y - receptor za aktivator proliferacije peroksisoma tip gama
S3H - salicilna kiselina 3-hidroksilaza

SD - standardna devijacija

SGLT?2 - kotransporter natrija i glukoze 2

SS — stilben sintaza

SBT2 — $eéerna bolest tipa 2

TAL - tirozin amonij liaza
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8. SAZETAK/SUMMARY
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Seéerna bolest kroniéni je metaboli¢ki poremeéaj sa sve veéim brojem oboljelih. Kao jedan od
vodecih uzroka smrtnosti u svijetu predstavlja znacajan javnozdravstveni problem. Prevencija,
rano otkrivanje te adekvatna terapija su kljucne za sprjeCavanje progresije bolesti i njezinih
komplikacija. Bioakivne tvari iz biljaka se sve vise istrazuju zbog potencijalnih antidijabetickih
svojstava, a manje nezeljenih ucinaka u odnosu na konvencionalno dostupne antidijabetike.
Sposobnost inhibicije a-glukozidaze jedno je od tih poZeljnih svojstava buduéi da smanjivanjem i
usporavanjem apsorpcije glukoze doprinosi kontroli postprandijalne hiperglikemije. Cilj ovog rada
bio je provesti usporedno ispitivanje sposobnosti odabranih polifenola da inhibiraju aktivnost
enzima a-glukozidaze te pronaéi poveznicu izmedu ucinka i strukturnih obiljezja ispitivanih
spojeva. Medu flavonoidima, najucinkovitijim su se pokazali flavonoli koji imaju dvostruku
C2=C3 vezu, hidroksilnu skupinu na C-3 i karbonilnu skupinu na C-4 u srediSnjem
heterociklicnom prstenu C te hidroksilirani aromatski prsten B. Flavonol miricetin (1Cso 63,84
ug/mL), kao jedini ispitani 3',4',5'-trihidroksilirani spoj, pokazao se snaznijim inhibitorom enzima
u odnosu na di- i monohidroksilirane flavonoide u prstenu B. Fenolne kiseline su se pokazale
znacajno slabijim inhibitorima enzima u usporedbi s flavonoidima, a na uc¢inak je utjecao stupanj
hidroksilacije i metoksilacije aromatskog prstena. Od svih ispitivanih polifenola, stilben resveratrol

je pokazao najvecu sposobnost inhibicije a-glukozidaze.
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Diabetes is a chronic metabolic disease with an increasing number of patients. As one of the leading
causes of death worldwide, it is a significant public health problem. Prevention, early detection and
appropriate therapy are key to prevent the progression of the disease and its complications.
Therefore, bioactive plant compounds are increasingly being investigated for their potential
antidiabetic properties, with fewer side effects compared to conventional antidiabetic drugs. The
ability to inhibit a-glucosidase is one of these desirable properties, as it contributes to the control
of postprandial hyperglycemia by reducing and slowing the absorption of glucose uptake. The aim
of this study was to comparatively investigate the ability of selected polyphenols to inhibit the
activity of the a-glucosidase enzyme and to establish a link between the effect and the structural
properties of the compounds. Among flavonoids, flavonols with a C2=C3 double bond, a hydroxyl
group at C-3 and a carbonyl group at C-4 in the central heterocyclic ring C and the hydroxylated
aromatic ring B were found to be the most effective inhibitors. The flavonol myricetin (ICso 63.84
ug/mL), proved to be the only 3',4',5'-trihydroxylated compound tested, as a more potent inhibitor
of the enzyme compared to di- and monohydroxylated flavonoids at ring B. Phenolic acids were
much weaker enzyme inhibitors compared to flavonoids, and the effect was influenced by the
degree of hydroxylation and methoxylation of the aromatic ring. Of all the polyphenols studied,

stilbene resveratrol showed the greatest ability to inhibit a-glucosidase.
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