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1. UVOD



1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su polifenolni spojevi koje nalazimo u biljkama, a sastoje se od petnaest
ugljikovih atoma tipa Cs-C3-Cs odnosno dviju benzenskih jezgara povezanih propanskim
lancem (Slika 1.). Derivati su benzo-y-pirona (1). Glavne skupine flavonoida su: flavoni,
flavanoni, flavani, flavonoli, izoflavoni i1 antocijanidini. Ostale manje zastupljene skupine
flavonoida su: kalkoni, dihidrokalkoni, dihidroflavonoli, flavan-3,4-dioli, kumarini i auroni
(2). Medusobno se razlikuju prema polozaju prstena B, broju i poloZaju hidroksilnih i metoksi
skupina, prisutnosti karbonilne skupine na C4 atomu, oksidacijskom statusu prstena C, te
vrsti, broju 1 polozaju Se¢ernih ostataka vezanih na aglikonsku strukturu. Naj¢es¢e dolaze u
obliku glikozida, osim flavanola (flavonoidi c¢aja) koji dolaze u obliku aglikona. Na
aglikonski dio najces¢e su vezani Seceri D-glukoza, D-galaktoza, L-ramnnoza, L-arabinoza,
D-ksiloza, D-galakturonska kiselina i1 disaharid rutinoza (glukoza + ramnoza) (1). Flavonoidi
su aktivni sastojei mnogih biljaka te ostvaruju razli¢ite farmakoloSke ucinke kao S$to su:

protuupalni, antioksidacijski, antineoplasti¢ni, antimikrobni i kardioprotektivni u€inak (3, 4).

Slika 1. Osnovna struktura flavonoida (5).

1.2. Uloga flavonoida u biljnom svijetu

U biljkama flavonoidi predstavljaju sekundarne metabolite te obavljaju nekoliko
vaznih funkcija. Do sada ih je iz biljaka izolirano viSe od 6000 (6). Imaju sposobnost
apsorpcije UV-zracenja, inhibiraju stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, engl. reactive
oxygen species), a takoder djeluju 1 na ve¢ stvorene ROS. Koli¢ina antioksidacijskog
kapaciteta 1 sposobnost apsorpcije UV-zradenja ovisi o supstituentima na prstenovima
flavonoida (5). Uglavnom su obojene tvari koje daju boju laticama, plodovima i katkad
listovima stoga imaju vaznu ulogu u privlacenju opraSivaca (3, 5). Posrednici su u
simbiotskom odnosu biljaka, uglavnom mahunarki, 1 mikroorganizama odgovornih za

fiksaciju duSika potrebnog za rast i razvoj biljaka. U ovom slucaju flavonoidi poti¢u



transkripciju bakterijskih gena, a time nastanak proteina potrebnih za pozitivnu bakterijsku
infekciju biljaka. Takoder, naglaSena je i obrambena uloga flavonoida u biljkama. Flavonoide
vazne za tu funkciju mozemo podijeliti u dvije skupine i to inducibilne koji se sintetiziraju
kao odgovor na ozljedu, infekciju ili traumu te ve¢ formirane, koji se skladiste na strateskim
mjestima na kojima bi mogli imati vaznu ulogu u obrani biljnog organizma. Od ostalih uloga

mozemo navesti antifungalni u¢inak (flavonoidi je¢ma) te obrana od biljojeda (3).
1.3. Podjela flavonoida

1.3.1. Antocijanidini

Najzastupljeniji aglikoni antocijanidina su: pelargonidin, cijanidin, delfinidin,
peonidin, petunidin i malvidin, koji se medusobno razlikuju po broju i polozaju hidroksilnih
skupina 1 stupnju metilacije. Formiraju konjugate sa Secerima i organskim kiselinama koji su
topljivi u vodi te su odgovorni za plavo, tamnoplavo, ljubi€asto i crveno obojenje cvjetova,
plodova i drugih biljnih organa (2, 4). Glavni izvori antocijanidina u prirodi su: borovnice,

treSnje, jagode i crno vino (7).

Slika 2. Struktura antocijanidina (8).

1.3.2. Flavoni

Flavoni, kao §to su apigenin, luteolin, wogonin 1 baikalein, strukturno su sli¢ni
flavonolima, a jedina razlika je ta Sto flavoni nemaju hidroksilnu skupinu na polozaju 3.
Moguce su razli¢ite supstitucije i to hidroksilne, metilne 1 alkilne skupine te O- 1 C-glikozidi
(2). Opcenito, flavoni nisu Siroko rasprostranjeni, a znatne koli¢ine ovih flavonoida nalaze se
u perSinu, celeru, timijanu i ruzmarinu (1, 2). Sudjeluju u stvaranju okusa i boje kod mnogih

biljnih vrsta (1).



Slika 3. Struktura flavona (8).

1.3.3. Flavanoni

Flavanone, kao S§to su naringenin i hesperetin, karakteriziraju nedostatak C2-C3
dvostruke veze te kiralni centar na polozaju 2. Uglavnom dolaze u obliku S- ili (-)-
enantiomera. Dolaze u obliku hidroksiliranih, glikoziliranih i O-metiliranih derivata. Glavni
izvori ovih flavonoida su citrusi pa je tako hesperetin odgovoran za okus narance, a naringen

za intenzivan gorak okus grejpfruta (2).

Slika 4. Struktura flavanona (8).

1.3.4. Flavan-3-oli

Flavan-3-oli su najsloZenija skupina flavonoida jer dolaze u Sirokom rasponu od
jednostavnih monomera pa preko oligomera do polimernih proantocijanidina koji su poznati 1
kao kondenzirani tanini. Imaju dva kiralna centra na poloZajima 2 i 3, stoga daju cetiri
izomera od kojih su dva, (+)-katehin i (—)-epikatehin, Siroko rasprostranjeni u prirodi.
Monomerni flavan-3-oli su zastupljeni u velikim koncentracijama u zelenom ¢aju i to u obliku
konjugata s galnom kiselinom, a to su: (—)-epigalokatehin (EGC), (-)-epigalokatehin-3-O-
galat (EGCG) i (-)-epikatehin-3-O-galat (ECG). Proantocijanidini dolaze u obliku polimera

koji sadrze od dvije do pedeset monomernih jedinica. Proantocijanidini koji su iskljucivo



gradeni od jedinica (epi)katehina, nazivaju se procijanidini te su najrasprostranjeniji

proantocijanidini u biljkama (2).

OH

Slika 5. Struktura flavan-3-ola (8).

1.3.5. Flavonoli

Flavonoli su $iroko rasprostranjeni u cijelom biljnom carstvu izuzev algi. Najcesci
flavonoli, kempferol, kvercetin, izorhamnetin i miricetin, dolaze u obliku glikozida sa
konjugatima na polozajima 5, 7, 3, 4" 1 5'. ITako je broj aglikona ogranicen, postoji oko
dvjesto glikozida kempferola. Zuti i crveni luk su bogati izvori flavonola i to kvercetin-4-O-
glukozida te kvercetin-3,4"-O-diglukozida (2). Ostali znacajni izvori ovih flavonoida su:

rajCice, treSnje, jabuke te zeleni i crni ¢aj (7).

Slika 6. Struktura flavonola (8).

1.3.6. Izoflavoni

Izoflavoni, za razliku od drugih skupina flavonoida, imaju prsten B supstituiran na
polozaju 3 umjesto na poloZaju 2. Nalazimo ih isklju¢ivo u mahunarkama i to poglavito u soji
gdje su najzastupljeniji genistein i daidzein. Fermentirani proizvodi soje mogu biti bogati
aglikonima kao rezultat hidrolize glikozida, dok proizvodi ¢ija proizvodnja ukljucuje

zagrijavanje, kao $to su sojino mlijeko i tofu, sadrze smanjene koli¢ine izoflavona, uglavnom



u obliku daidzein i genistein glukozida. Zbog svoje strukture sli¢ni su estrogenima pa su

klasificirani kao fitoestrogeni (2).

Slika 7. Struktura izoflavona (8).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

7



U ovom radu su istrazivani polifenolni spojevi Siroko zastupljeni u biljnom svijetu, s
naglaskom na flavonoide kao vrlo vazne sastavnice brojnih pripravaka koji se mogu naéi u
ljekarnama. Mnogi su od njih registrirani kao lijekovi, ali postoje i brojni pripravci koji se u
ljekarnama mogu dobiti bez recepta. Iz navedenih razloga vazno je poznavati njihov

metabolizam i utjecaj na enzimske sustave u humanom organizmu.

Cilj ovog diplomskog rada je prikazati i opisati glavne metabolicke putove 1 promjene
kojima su podlozni flavonoidi nakon ulaska u ljudski organizam. Kako se te promjene in vivo
ostvaruju pod utjecajem brojnih enzimskih sustava, cilj je 1 opisati utjecaj razlicitih skupina
flavonoida na enzimske sustave te opisati glavne strukturne znacajke flavonoida odgovorne za

te utjecaje.



3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Materijali

Flavonoidi predstavljaju vrlo raznoliku skupinu spojeva koji se poglavito razlikuju po

svojoj strukturi. Obi¢no se, prema strukturnim karakteristikama, dijele u Sest glavnih skupina,

iako se ta podjela Cesto moZe prosiriti na manje zastupljene skupine flavonoida. U ovom

poglavlju navedeni su najznacajniji flavonoidi prema skupinama kojima pripadaju te

funkcionalne skupine koje karakteriziraju njihovu strukturu:

a) Antocijanidini

Antocijanidini R; R;
Cijanidin —-0OH -H
Pelargonidin -H -H
Delfinidin —-0OH —-0OH
Peonidin —0OCH: -H
Petunidin -0H —OCH:
Malvidin —-0OCH; —0OCH;

Slika 8. Osnovna struktura 1 najéeSce istrazivani antocijanidini.

b) Flavan-3-oli

Flavan-3-oli R; R, R;
{(+)-lkatehin —OH —0OH —-0H
(-}-epikatehin -H —0H -H
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Slika 9. Osnovna struktura i najcesc¢e istrazivani flavan-3-oli.

c¢) Flavoni

R1
R2
HO = | @] ‘
.
H O
Flavoni R; R,
Luteolin —0OH —OH
Apigenin -H -0H
Krizin -H -H
Alzacetin -H —0OCH;
Diosmetin —0OH —0OCH;
Krizoeriol —OCH; —0OH

Slika 10. Osnovna struktura i najéeSce istrazivani flavoni.

d) Flavanoni

Flavanoni R, R, R;
Nanngenin -H —-0H -H
Hesperetin -0H —0OCH; -H

Slika 11. Osnovna struktura i najcesce istrazivani flavanoni.
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e) Izoflavoni

Izoflavoni R; R, R;
Genistein -H —0OH —0OH
Daidzein -H -0OH -H

Slika 12. Osnovna struktura i naj¢esce istraZivani izoflavoni.

f) Flavonoli
Flavonoli R; R, R;
Kempferol -H —-0H -H
Kvercetin —-0OH —-0OH -H
Galangin -H -H -H
Miricetin -0OH —-0OH —-0OH
Slika 13. Osnovna struktura 1 najceSce istrazivani flavonoli.
3.2. Metode

U ovom diplomskom radu pozornost je posvecena metabolickim promjenama
flavonoida u ljudskom organizmu. Stoga su opisane najznacajnije reakcije I. 1 II. faze
metabolizma kojima podlijeZe ova skupina spojeva. Od reakcija 1. faze, pozornost je
posvecena reakcijama hidrolize i hidroksilacije (monooksigenacije), a od reakcija II. faze

biotransformacije, reakcijama glukuronidacije, sulfokonjugacije te metilacije.
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3.2.1. Hidroliza

Hidroliza predstavlja reakciju endogenog ili egzogenog supstrata s nukleofilnim
sastojkom stanice (H20). Cesta je reakcija biotransformacije kod metabolizma endogenih tvari
(peptida, lipida, proteina 1 dr.) 1 ksenobiotika (lijekova). Reakcijom hidrolize mijenjaju se
fizicko-kemijske osobine ksenobiotika kao Sto su topljivost, kiselost, a mijenja se 1 povrSinska
napetost. Hidroliza ksenobiotika moze se odvijati posredovanjem enzima ili neenzimski, $to
uglavnom ovisi o strukturi supstrata. Enzimi koji kataliziraju hidroliti¢ke reakcije nazivaju se
hidrolaze koje su aktivne u svim organima 1 tkivima. Unutar stanice nalaze se u membranama
1 to endoplazmatskog retikuluma i mitohondrija te u citosolu. Hidrolaze se dijele prema
strukturnim znaCajkama i nazivima pretezitih supstrata. NajznaCajniji predstavnici ovih
enzima su karboksil-esteraze, kolin-esteraze, aril-esteraze, sterol-esteraze, epoksid-hidrolaze,
fosfataze 1 peptidaze. NajCeS¢i supstrati hidrolaza, pri biotransformaciji, su esteri i amidi.
Hidroliza estera se moze odvijati i neenzimski ukoliko se u blizini esterske ili amidne veze
nalazi skupina, koja privlaci elektrone. Hidrolizom estera i amida nastaju karboksilne kiseline
i alkoholi, odnosno amini, a nastali produkti mogu biti supstrati reakcija II. faze i zatim se

izlucivati iz organizma urinom ili fecesom (9).

U metabolizmu ksenobiotika, ovisno o strukturi supstrata, manje zastupljene reakcije
koje kataliziraju peptidaze i enzimi koji kataliziraju hidrolize konjugata odnosno produkata
reakcije II. faze (B-glukozidaze). B-glukozidaze su smjesStene u endoplazmatskom retikulumu,
lizosomima 1 krvnom serumu, a posebnu vaznost imaju i one u intestinalnim bakterijama. U

probavnom sustavu ovi enzimi hidroliziraju konjugate koji se izlu¢uju putem zuci (9).

3.2.2. Hidroksilacija (monooksigenacija)

Reakcije hidroksilacije najceSée su reakcije medu reakcijama oksidacije. Ovaj tip
reakcije kataliziraju enzimi citokrom P450 (CYP). Oni kataliziraju oksidativne
biotransformacije lipofilnih supstrata u polarnije metabolite te su smjesSteni u membranama
stanica gotovo svih tkiva, a osobito u endoplazmatskom retikulumu (mikrosomima) jetre.

Op¢i prikaz reakcije hidroksilacije (monooksigenacije) katalizirane enzimima citokrom P450:

CYP
RH + 0, +NADPH +H™ ——= ROH+ NADP*+H,0
[O] )

Atom kisika koji se uvodi u molekulu supstrata dolazi od molekulskog kisika, u

stanicu ulazi disanjem, a aktivira se u reaktivan oblik nizom oksidoredukcijskih reakcija.
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Oksigenaciju molekule supstrata provodi atom kisika (u reakcijama se oznacava s [O]), a
smatra se da predstavlja intermedijarni radikalni oblik koji nastaje reakcijama na aktivnom
centru enzima citokrom P450. Najces¢e se hidroksiliraju ugljikovi atomi kao dijelovi alkilnih

lanaca, ciklickih i aromatskih struktura, te atomi duSika, sumpora i fosfora (9).

3.2.3. Glukuronidacija

Reakcije glukuronidacije su glavni put biotransformacije ksenobiotika. Pospjesuju
eliminaciju mnogih lipofilnih ksenobiotika i endobiotika, a karakterizira ih prijenos glikozilne
skupine s uridindifosfat-glukuronske kiseline (UDPGA) na razli¢ite endogene i egzogene
supstrate 1 njihove metabolite. Ove reakcije kataliziraju enzimi superporodice UDP-
glukuronoziltransferaza (UGT), a smjeSteni su u endoplazmatskom retikulumu stanica jetre 1
drugih tkiva. Klasificirani su u cetiri porodice: UGT1, UGT2, UGT3 i UGTS. Produkti
reakcija glukuronidacije su glukuronidi koji se iz organizma izluc¢uju putem urina ili Zuci.

Reakcije glukuronidacije se odvijaju u dva koraka:

a) Biosinteza uridindifosfo-glukuronske kiseline iz a-D-glukoze-1-fosfata. Reakciju
katalizira UDP-glukoza-pirofosforilaza pri ¢emu nastaje uridin-5’-a-D-glukoza koja se potom

oksidira u UDPGA djelovanjem UDP-glukoza-dehidrogenaze.

b) Prijenos glukuronozilnog ostatka nukleofilnom supstitucijom na supstrat (HXR)

reakcijom koju katalizira UGT.

Inverzija konfiguracije koja je rezultat nukleofilnog napada atoma bogatog
elektronima je osnovna znacajka reakcije glukuronidacije. UDPGA u svojoj strukturi ima o-
konfiguraciju dok produkti, glukuronidi, imaju B-konfiguraciju. a-konfiguracija onemogucava

djelovanje B-glukuronidaze (Slika 14.) (9).
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Slika 14. Mehanizam reakcije glukuronidacije (9).

3.2.4. Sulfokonjugacija

Reakcije sulfokonjugacije su reakcije prijenosa sulfonatne skupine s 3’-fosfoadenozin-
5’-fosfosulfata (PAPS) na molekulu supstrata. Supstrati u reakcijama sulfokonjugacije mogu
biti razli¢ite kemijske tvari (fenoli, metaboliti policiklickih aromatskih ugljikovodika), te
prirodni (resveratrol) i fizioloski supstrati (dopamin, hidroksisteroidi). Enzimi koji kataliziraju
reakcije sulfokonjugacije su sulfotransferaze (SULT). To su citosolni enzimi koje nalazimo u
jetri, bubrezima, probavnom traktu, plu¢ima, mozgu i trombocitima, a dijelimo ih u pet
porodica: SULTI1, SULT2, SULT3, SULT4 i SULT6. Produkti reakcije sulfokonjugacije su

sulfati. Reakcija sulfokonjugacije se odvija u tri koraka (Slika 15.):

a) Aktivacija anorganskog sulfata (-SO4*) pomocéu ATP u adenozin-5 -fosfosulfat

(APS) enzimom ATP-sulfurilazom pri ¢emu kao produkt nastaje 1 pirofosfat.

b) Fosforilacija APS-a u 3’-fosfoadenozin-5’-fosfosulfat (PAPS) pomocu ATP i

enzima APS-fosfokinaze. U ovoj reakciji PAPS prenosi sulfurilnu skupinu na supstrat.
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c¢) U tre¢em koraku PAPS reagira sa supstratom i1 prenosi sulfonatnu skupinu.
Sulfokonjugacija supstrata PAPS-om, odvija se katalitickim djelovanjem enzima SULT uz

oslobadanje 3’-fosfoadenozin-5"-fosfata (PAP) (9).

2
1
0 ATP PP o 0 M e ADP
[ E I [ = E
g
o) o o THg Ny
OH OH
ADENOZIN- 5' - FOSFOSULFAT
(APS)
0 PAP 0O
I I I
—e G—5~0—P— O ‘0—S—XR
I 1 Sen ) [
O O 20 @)
O OH
| 20
PO3

Slika 15. Mehanizam reakcije sulfokonjugacije (9).

3.2.5. Metilacija

Reakcije konjugacije s metilnom skupinom kao konjugiraju¢im agensom, mogu se po
svojim znacajkama smatrati intermedijarnim reakcijama I. 1 II. faze. Reakcije metilacije su
Cesto reverzibilne reakcijama demetilacija, ali uz kataliticko djelovanje razli¢itih enzima.
Supstrati u reakcijama metilacije su kemijske tvari ili njithovi metaboliti sa strukturom fenola
(—OH), tiola (—SH), aromatskih 1 alifatskih amina (-NH>»), azida (=NH) i tercijarnih N-atoma
(-N=). Metilacijama se navedene funkcionalne skupine zaSticuju. Enzimi koji kataliziraju
reakcije metilacije ksenobiotika su metiltransferaze (MT), a tofan naziv dobivaju prema
heteroatomu na koji se prenosi metilna skupina, kao npr. O-, N- i S-metiltransferaze.
SmjesStene su u endoplazmatskom retikulum, ali 1 u citosolu ukoliko kataliziraju metilaciju
endogenih tvari. Najvazniji enzimi koji kataliziraju metilacije ksenobiotika su katehol-O-
metiltransferaza 1 feniletanolamin-N-metiltransferaza. Donori —CH3 skupine u reakcijama
metilacija su koenzimi S-adenozilmetionin (SAM), tetrahidrofolna kiselina (THF) 1 biotin

(vitamin B-skupine). Produkti reakcije metilacije se znacajno razlikuju od produkata ostalih
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reakcija II. faze jer su lipofilniji odnosno manje polarni i manje topljivi u vodi. Reakcija se

odvija u tri koraka (Slika 16.):

a) Biosinteza SAM-a iz metionina, u reakciji koju katalizira metionin-
adenozintransferaza, enzim za prenoSenje metilne skupine. —CH3 skupina metionina nije
dovoljna reaktivna pa se metabolickim reakcijama, pomo¢u ATP-a, prevodi u aktivni oblik

tzv. sulfonijski spoj.

b) Prijenos aktivne metilne skupine, vezane na atom sumpora (kao —CH3s), s donora
SAM-a na heteroatom supstrata (RXH). Ovom reakcijom nastaje S-adenozilhomocistein,

tioeter adenozina.

c) U ovom koraku uz adenozilhomocisteinazu najprije nastaje homocistein,
odvajanjem adenozinskog ostataka koji se dalje fosforilira u ATP. Potom se regenerira
metionin iz nastalog homocisteina uz enzim homocistein-metiltransferazu i aktiviranu N5-

metiltetrahidrofolnu kiselinu (9).
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Slika 16. Mehanizam reakcije metilacije (9).
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4. REZULTATI
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4.1. Metabolizam flavonoida

Vecina flavonoida u prirodi dolazi u obliku glikozida koji su hidrofilni te se kao takvi
ne mogu apsorbirati preko enterocita pasivnom difuzijom. Shodno tome prva reakcija
metabolizma je reakcija hidrolize pomocu enzima hidrolaza. Zatim slijede reakcije prve i
druge faze metabolizma koje se odvijaju u jetri, ali 1 u ekstrahepatickim tkivima 1 to poglavito
u enterocitima. Reakcije glukuronidacije i sulfatacije su najzastupljenije reakcije metabolizma
flavonoida (10). Ove reakcije osim S$to pogoduju povecanju hidrofilnosti, a time i brzem

izlu€ivanju iz organizma, bitno mijenjaju biolosku aktivnost flavonoida (8).

4.1.1. Promjene u usnoj Supljini

Metabolizam flavonoida zapoc¢inje u usnoj Supljini gdje dolazi do hidrolize glikozida.
Hidroliza se odvija u epitelnim stanicama i to u citosolu pod utjecajem enzima B-glukozidaze.
Osim epitelnih stanica za hidrolizu su odgovorne i1 bakterije u usnoj Supljini koje takoder
posjeduju enzim B-glukozidazu. Veliki potencijal za hidrolizu imaju glikozidi kvercetina
(kvercetin 4’-glukozid) 1 genisteina (genistein 7-glukozid) koji su vrlo brzo bili hidrolizirani
kada su bili inkubirani u ljudskoj slini. Za razliku od konjugata s glukozom, konjugati rutina
kvercitrina i1 naringina s drugim Secerima nisu bili hidrolizirani (11). Epigalokatehin galat
(EGCQ), flavanol iz zelenog Caja, se u usnoj Supljini pod utjecajem katehin-esteraza prevodi u
epigalokatehin (EGC) te se oba katehina apsorbiraju preko sluznice (8, 12). In vitro studije su
pokazale kako EGCQG, ali i aglikoni kvercetin 1 genistein nastali hidrolizom u usnoj Supljini,

posjeduju antiproliferacijski u€inak na stanice raka usne Supljine (4, 11).

Istrazivanja utjecaja tkiva sluznice usne Supljine, sline 1 mikroflore u usnoj Supljini na
metabolizam antocijanidina iz crne maline pokazalo je kako su, osim enzima B-glukozidaze, u
usnoj Supljini zastupljeni i enzimi odgovorni za reakcije konjugacije (UGT, SULT, COMT),
enzim LPH te transportni proteini (SGLT1, P-gp, MRP1, MRP2). Pod utjecajem p-
glukozidaze, antocijanidini se hidroliziraju do bioaktivnog aglikona cijanidina. IstraZivanjem
je pokazano kako su enzimi potrebni za hidrolizu, reakcije druge faze te transport prisutni, ne

samo u donjem dijelu gastrointestinalnog sustava, ve¢ i u usnoj Supljini (13).

4.1.2. Promjene u Zelucu

Istrazivanje radeno u in vitro uvjetima, u Zelu¢anom soku bez pepsina, pri pH 2
tijekom 3,5 sata pokazalo je kako su oligomeri flavonola, u rasponu od dimera do dekamera
poput onih izoliranih iz Teobroma cacao, nestabilni u uvjetima niskog pH te se razgraduju u

monomere 1 dimere, ali i druge oligomerne jedinice. Monomeri flavan-3-ola stabilni su u
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uvjetima niskog pH (12). Drugo istrazivanje radeno u in vivo uvjetima pokazalo je kako ne
dolazi ni do kakve promjene u strukturi polimernih procijanidina u uvjetima niskog pH. Dva
su razloga nepodudaranja ovih dvaju istrazivanja. Prvi je taj §to je u in vivo uvjetima
izloZenost zeluCanom soku kraca (<50min), a drugi su vece vrijednosti pH koje su nastale

uslijed toga Sto je koristen kakao prah koji je povisio pH zelu¢anog medija do 5,4 (14).
4.1.3. Metaboli¢ke promjene u crijevima

4.1.3.1. Apsorpcija u tankom crijevu

Apsorpcija flavonoida oslobodenih iz hrane ovisi o njihovim fizikalno-kemijskim
osobinama kao $to su molekularna masa, konfiguracija, lipofilnost, topljivost i pKa, ali i o
bioloskim osobinama kao $to su pH lumena, permeabilnost membrane i u¢inak prvog prolaska

kroz jetru (15).

Prvi korak vazan za apsorpciju flavonoida je hidroliza glikozida. Enzimi odgovorni za
hidrolizu su B-glukozidaze i to: laktazna florizin hidrolaza (LPH), glukocerebrozidaza (GBA)
i citosolna B-glukozidaza (CBG) Siroke specificnosti (8, 16). LPH se nalazi na luminalnoj
strani epitelnih stanica te svojom aktivnoscu otpusta aglikone u lumen odakle pasivnom
difuzijom ulaze u citosol enterocita. Za razliku od LPH, CBG je unutarstani¢ni enzim te
zahtjeva aktivan transport hidrofilnih glikozida u stanice (17). Sljede¢i korak nakon hidrolize
glikozida je pasivna difuzija koja ovisi o lipofilnosti flavonoida. Medutim, odredeni glikozidi
flavonoida, kao $to je kvercetin-4'-O-glukozid, aktivno se transportiraju u epitelne stanice
pomocu o natriju ovisnom glukoznom transporteru (SGLT-1), a nakon toga se hidroliziraju
pomocu enzima CBG unutar stanica (8). Osim na ovaj nacin, apsorpcija kvercetin-4"-O-
glukozida moguca je 1 na nacin da se prvo hidrolizira pomoc¢u enzima LPH, a zatim se
pasivhom difuzijom prenosi u stanice. Za razliku od kvercetin-4'-O-glukozida, apsorpcija

kvercetin-3"-O-glukozida moguca je samo preko enzima LPH i pasivne difuzije (18).
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OH

OH o

Slika 17. Struktura kvercetin-4"-O-glukozida (19).
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Flavan-3-oli, kao §to je epigalokatehingalat (EGCG), apsorbiraju se u usnoj Supljini 1
to pasivnom difuzijom ¢emu prethodi hidroliza do epigalokatehina pomocu katehin-esteraze
(8). Osim transportera koji su odgovorni za prijenos flavonoida u stanice, postoje i
transporteri koji izbacuju flavonoide natrag u lumen crijeva. Takav transporter je MRP-2
(protein odgovoran za rezistenciju lijekova) koji se nalazi na luminalnoj strani enterocita. On
smanjuje transport prema bazolateralnoj strani nekih flavonoidnih glikozida poput kvercetin-
4’-O-glukozida kao i glikozida koji nastaju u enterocitima. Osim MRP-2 transportera, za

efluks flavonoida odgovorni su i P-glikoprotein te protein rezistencije na tumor dojke (BCRP)
(20).
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Slika 18. Transport flavonoidnih glikozida (FG), flavonoidnih aglikona (F) i1 konjugata

(Fg 1 Fs) u lumenu i enterocitima (20).

4.1.3.2. Utjecaj crijevne mikroflore

Brojne bakterije koje su dio ljudske crijevne mikroflore sudjeluju u metabolizmu
flavonoida. Dok jedne sudjeluju u cijelom metabolizmu, druge su uklju¢ene samo u pojedinim
dijelovima metabolizma. Bakterije koje u najvecoj mjeri sudjeluju u metabolizmu flavonoida
pripadaju vrstama Actinobacteria, Bacteroidetes 1 Firmicutes, a posebno moZemo izdvojiti
vrste Eubacterium ramulus 1 Fusobacterium plautii. Metabolizam pod utjecajem bakterija
karakteriziraju anaerobni uvjeti te shodno tome reakcije kao Sto su redukcija i1 hidroliza
kojima nastaju nepolarni produkti niskih molekularnih masa. Metabolicke reakcije koje se
odvijaju pod utjecajem bakterija su: hidroliza O- i C-glikozida, demetilacija, dehidroksilacija,
redukcija dvostruke ugljik-ugljik veze, izomerizacija, cijepanje prstena, produZenje i
skra¢ivanje alifatskog lanca te dekarboksilacija. Dok se hidroliza O-glikozida odvija
uglavnom pod utjecajem enzima smjestenih u gornjim dijelovima probavnog trakta, hidroliza

C-glikozida moguéa je u crijevima pod utjecajem bakterijskih enzima (21). Hidrolizom
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glikozida antocijanidina nastaju nestabilni aglikoni koji podlijezu spontanom cijepanju
prstena C Sto rezultira stvaranjem fenolnih kiselina i aldehida kao kona¢nih produkata (22).
Osim B-glukozidaza, bakterije posjeduju i druge enzime kao §to je a-ramnozidaza, ¢ime je
omogucena hidroliza flavonoidnih glikozida koji u svojoj strukturi posjeduju i druge Secere

(23, 24).

Sljedeca reakcija koja se odvija djelovanjem crijevne mikroflore je demetilacija. O-
demetilacija karakteristina je za flavone, izoflavone i flavanone, a dogada se na A i B
fenolnom prstenu flavonoida. Reakcija hidroksilacije karakteristi¢cna je za flavan-3-ole i
flavone (21). Metabolizam flavonola i flavona zapocinje redukcijom dvostruke C2-C3 veze, a
zatim slijedi cijepanje srediSnjeg heterocikli¢kog prstena C. Ove reakcije karakteristi¢ne su 1
za flavanonole kod kojih se zatim prsten B metabolizira do hidroksifeniloctene kiseline, a
fenolni produkti koji nastaju iz prstena A potpuno se metaboliziraju do kratkolan¢anih masnih
kiselina. Flavonol kvercetin se pod utjecajem bakterija Eubacterium ramulus 1 Fusobacterium
plautii metabolizira do intermedijera taksifolina i alfitonina, a daljnjim metabolizmom iz

alfitonina nastaje odgovaraju¢i hidroksidihidrokalkon (Slika 19.) (25).
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Slika 19. Metabolicki put kvercetina pod utjecajem bakterije Eubacterium ramulus

(25).
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Cijepanjem prstena C flavanona nastaju kalkoni koji se dalje reduciraju do
dihidrokalkona, a daljnjom hidrolizom na prstenu B nastaje hidroksifenilpropanska kiselina.
Primjer ovakvog metabolickog puta primijecen je kod flavona apigenina ¢ijim metabolizmom

nastaju intermedijeri naringenin i floretin (Slika 20.) (21).
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Slika 20. Metabolicki put apigenina pod utjecajem crijevne mikroflore (21).

Izomerizaciju flavanona katalizira kalkon-izomeraza, redukciju enolat-reduktaza, a
cijepanje dihidrokalkona floretin-hidrolaza. Sve ove enzime posjeduje Eubacterium ramulus
(21). Dva su moguca metabolicka puta kojima zapocCinje metabolizam izoflavona. Prvi
metabolicki put ukljucuje redukciju C2-C3 veze do izoflavana, a drugi cijepanje prstena C do
O-desmetilangolensina koji se dalje cijepa u manje fenolne produkte. Primjer takvog
metabolizma je metabolizam daidzeina i genisteina ¢iji su kona¢ni produkti rezorcinol nastao
iz prstena A 1 2-(4-hidroksifenil)propanska kiselina nastala iz prstena B (21). Enzimi
ukljuceni u metabolizam daidzeina i genisteina su: daidzein reduktaza, dihidrodaidzein

racemaza, dihidrodaidzein redukatza 1 tetrahidrodaidzein reduktaza (Slika 21.) (26).
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Slika 21. Metabolicki putovi daidzeina i genisteina pod utjecajem crijevne mikroflore (21).

Metabolizam flavan-3-ola u crijevima pod utjecajem bakterija ukljucuje hidrolizu
estera, redukciju prstena C i daljnju pretvorbu do 1,3-difenilpropan-2-ola. Konac¢ni produkti

metabolizma su odgovarajuci valerolakton i valerijanska kiselina (21).
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(epi)katehin 1-(3,4-dihidroksifenil) 3-2,4,6-  5-(34-dihidroksifenil)-y- 4-hidroksi-5-(3.4-
trihidroksifenil)propan-2-ol valerolakton dihidroksifeniljvalerijanska

kiselina

Slika 22. Metabolicki put flavan-3-ola na primjeru (epi)katehina pod utjecajem crijevne

mikroflore (21).

4.1.4. Reakcije oksidacije enzimima superporodice citokrom P450

Reakcije oksidacije enzimima citokrom P450 (CYP) osim §to mogu utjecati na
eliminaciju flavonoida, mogu takoder biti 1 reakcije kojima flavonoidi postizu biolosku
aktivnost (27). Takoder, razlike u strukturi flavonoida uvelike utjeCu na njihov afinitet za
enzime citokrom P450 (28). U jetri se flavonoidi pod utjecajem enzima citokrom P450
uglavnom hidroksiliraju i/ili demetiliraju, pa su shodno tome glavne reakcije katalizirane sa
CYPI1A2 3-hidroksilacija i 4’-O-demetilacija na prstenu B. Izoforme CYP1A2 i CYP2C9 su
glavni enzimi odgovorni za fazu I metabolizma flavonoida (29). Osim u jetri reakcije
oksidativnog metabolizma mogu se odvijati 1 ekstrahepaticki (27). In vitro istazivanje
metabolizma genisteina i tangeretina s ljudskim 1 mi§jim enzimima citokrom P450 pokazalo
je kako metabolizmom genisteina enzimima citokrom P450 nastaje pet razli¢itih metabolita.
Jedan od metabolita je orobol odnosno 3’-hidroksilirani metabolit genisteina koji je jedini
metabolit koji nastaje uz pomo¢ CYP1A2. Osim CYPIA2, vaznu ulogu u metabolizmu

genisteina ima 1 CYP1A1 (28).
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genistein orobol

Slika 23. Hidroksilacija genisteina u orobol pomoc¢u CYP1A2 (28).

Nakon inkubacije tangeretina s ljudskim mikrosomalnim enzimima pronadena su dva
glavna metabolita: 4’-hidroksi-5,6,7,8-tetrametoksiflavon koji nastaje djelovanjem CYP1A2 i
5,6-dihidroksi-4’,7,8-trimetoksiflavon za ¢iji je nastanak odgovoran CYP3A4 (Slika 24.) (28,
30). Budu¢i da razlika u strukturi flavonoida uvelike utjece na njihov afinitet za enzime
citokrom P450, lipofilniji tangeretin je podlozniji metaboli¢kim reakcijama I. i II. faze, od

polarnijeg genisteina (28).
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Slika 24. Metabolizam tangeretina izoformama enzima citokrom P450 (28).

Flavonoli galangin i kempferid se oksidativnim metabolizmom prevode do
kempferola. Reakcija je u najve¢oj mjeri katalizirana izoformom CYP1A2, ali i izoformom
CYP2C9. Kempferol iz galangina nastaje reakcijom oksidacije na 4 -polozaju dok isti produkt

nastaje O-demetilacijom iz kempferida (27).
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Slika 25. Oksidativni metabolizam galangina i kempferida do kempferola enzimima

superporodice citokrom P450.

Istrazivanje provedeno na metoksiliranim flavonima pokazalo je kako su na
kempferid. Od pet izoformi enzima CYP ukljuenih u istrazivanje, najve¢u ulogu u
metabolizmu metoksiliranih flavona pokazao je CYP1A1, a nakon njega slijede CYP1A2 i
CYP3A4 (30).

Slika 26. Struktura tektokrizina (31).

4.1.5. Reakcije konjugacije flavonoida

Reakcije glukuronidacije odvijaju se na luminalnoj strani endoplazmatskog retikuluma
stanica jetre 1 drugih tkiva i1 to posredstvom uridindifosfoglukuronozil-transferaze (UGT).
UGT superporodica enzima pokazuje iznimnu raznolikost pri prepoznavanju supstrata i
kataliziraju reakciju glukuronidacije velikog broj funkcionalnih skupina (-OH, -COOH, -NH>,
-SH). Porodica UGT1A 1 to UGT1A1, 1A3 te 1A7-10 su glavne izoforme UGT enzima
odgovorne za glukuronidaciju flavonoida in vivo (8, 9, 10). Dokazano je kako vise UGT
izoformi moze biti odgovorno za glukuronidaciju jednog flavonoida. Tako se eupatilin,
farmakoloski aktivni flavon naden u biljkama vrste Artemisia, glukuronidira pomocu
UGTI1AL, 1A3, 1A9 1 1A10, a luteolin 1 kvercetin u najve¢oj mjeri pomocu UGT1Al, 1A8 1
1A9. Svaka izoforma UGT enzima pokazuje regioselektivnost u reakcijama glukuronidacije
za hidroksilne skupine flavonoida. UGTI1A porodica pokazuje vecu selektivnost za

hidroksilne skupine na poloZaju 317 1 to UGT1A7, 1A8, 1A9 1 1A10 za hidroksilnu skupinu
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na polozaju 3, a UGTIAI i 1A3 za hidroksilnu skupinu na polozaju 7 (10, 32). Takoder,
mjesto glukuronidacije ovisi i 0 tome o kojoj je skupini flavonoida rijec. Tako se flavonoli
glukuronidiraju na 7-, 3-, 3’- ili 4’- hidroksilnoj skupini, izoflavoni na 4'- ili 7- hidroksilnoj
skupini, a flavoni na hidroksilnoj skupini koja se nalazi na polozaju 6, 7, 4" ili 3" (10).
Flavonoidi koji nemaju 3’-hidroksilnu skupinu glukuronidiraju se samo na polozaju 7, dok
oni koji sadrze 3’-hidroksilnu skupinu formiraju 3’-O-glukuronide i ponekad 4°-O-
glukuronide. Za glukuronidaciju 3, 4 -kateholne skupine uglavnom su odgovorni UGT1A1 i

UGTIAS (32).
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Slika 27. Glukuronidacija luteolina (10).

Glavna reakcija konjugacije kvercetina je reakcija glukuronidacije za koju su u
najvecoj mjert odgovorne izoforme UGTI1A3 te UGTIA9. Pronadena su cetiri
monoglukuronida kvercetina i to 7-, 3-, 3'- 1 4’-glukuronidi (33). Osim monoglukuronida za
kvercetin su karakteristicni 1 diglukuronidi te glukuronidi koji nastaju nakon reakcije
metilacije (8). PoloZzaj konjugiranih skupina kvercetina utjeCe na njegovu farmakolosku
aktivnost. Kateholne hidroksilne skupine na prstenu B odgovorne su za antioksidacijsko
djelovanje kvercetina. Ukoliko se jedna od te dvije skupine konjugira, njegovo
antioksidacijsko djelovanje ¢e se smanjiti. Konjugacija na hidroksilnoj skupini na polozaju 7
ne smanjuje antioksidacijsko djelovanje jer je zadrzan integritet katehola. UGT1A9 pokazao
je vecu sposobnost glukuronidacije kvercetina na polozaju 7, dok je UGT1A3 u vecoj mjeri

odgovoran za glukuronidaciju polozaja 3" 14" na prstenu B (33).
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Glukuronidi kvercetina Ri R2 R3 R4
kvercetin 3-O-p-D- glukuronid | -H -H -H | -GleA
kvercetin 7-O-p-D-glukuronid | -GleA | -H -H -H
kvercetin 3 -O-p-D-glukuronid | -H -H | -GleA | -H
kvercetin 4 -O-B-D-gluluronid | -H -GleA | -H -H

Slika 28. Struktura kvercetina i njegovih glukuronida (34).

Sulfatacija i metilacija se odvijaju u citosolu pod utjecajem sulfotransferaza (SULT) i
katehol-O-metiltransferaza (COMT). SULTIA1 1 SULT1A2 su ukljucene u sulfataciju
supstrata fenolnog tipa dok su SULT1A1 i SULT1A3 odgovorne za sulfataciju (-)-epikatehina
(8). Budu¢i da sulfoniltransferaze i UDP-glukuronoziltransferaze imaju sli¢nu distribuciju u
tkivima te obje prepoznaju hidroksilne skupine, opisan je kompetitivni metabolizam izmedu
reakcija glukuronidacije i sulfatacije u enterocitima i hepatocitima. Sulfotransferaze imaju
ve¢i afinitet za supstrat dok UDP-glukuronoziltransferaze imaju ve¢i kapacitet. Ovisno o
koncentraciji flavonoida in vivo, odvijat ¢e se ili reakcija sulfatacije ili reakcija
glukuronidacije. U pravilu se sulfatacija odvija pri nizim koncentracijama, a glukuronidacija
pri viSim koncentracijama flavonoida. Izoflavoni daidzein 1 genistein metaboliziraju se
pomoc¢u SULTIA1, SULT1A3, SULTIEI 1 SULT2A1 izoformi. SULT1A1 i SULT2AI
pokazuju selektivnost za hidroksilne skupine na poloZajevima 7 i1 4°, a SULT1A3 za
hidroksilnu skupinu na polozaju 4°. Za flavonole galangin 1 krizin, koji su u velikoj koli¢ini
zastupljeni u medu 1 propolisu, karakteristi¢na je sulfatacija samo na hidroksilnoj skupini na
polozaju 7. Sulfonirani flavonoidi pokazuju biolosku aktivnost in vivo. Tako na primjer

kvercetin-3’-sulfat sudjeluje u prevenciji endotelne disfunkcije (10).
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Slika 29. Sulfokonjugacija krizina (10).

Bioloskoj metilaciji su podlozni flavonoidi koji imaju strukturu katehola kao Sto su
kvercetin, luteolin, fisetin i1 katehin. Metilirani metaboliti flavonoida koji u svojoj strukturi
osim kateholnih hidroksilnih skupina sadrZe 1 druge hidroksilne skupine, takoder mogu biti 1
konjugirani sa sulfotransferazama 1 UDP-glukuronoziltransferazama. U pravilu, kada su
supstrati inkubirani sa COMT, prisutni su meta-O-metilirani te para-O-metlirani metaboliti.
IstraZivanja pokazuju kako obje izoforme katehol-O-metiltransferaze, S-COMT (engl. soluble
COMT) i MB-COMT (engl. membrane-bound COMT), preferiraju meta-O-metilaciju (10).
O-metilacijom kvercetina nastaju tamariksetin i izorhamnetin, a O-metilacijom luteolina

nastaju diosmetin 1 krizoeriol (Slika 30.).
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Slika 30. Strukture kvercetina i luteolina te njihovih metabolita nastalih O-metilacijom (35).

31



4.2. Utjecaj flavonoida na enzimske sustave
4.2.1. Utjecaj na oksidoreduktaze

4.2.1.1. Ciklooksigenaze i lipooksigenaze

Ciklooksigenaze (COX) ubrajamo u skupinu oksidoreduktaza, a odgovorne su za
proizvodnju prostaglandina i tromboksana iz arahidonske kiseline. Dvije su izoforme ovog
enzima: ciklooksigenaza 1 (COX 1), koja je konstitutivni enzim 1 nalazi se u gotovo svakoj
stanici te ciklooksigenaza 2 (COX 2), koja je inducibilni enzim i u najve¢oj mjeri je nalazimo
u upalnim stanicama kao $to su makrofazi i mastociti (36, 37). Osim ciklooksigenaza
metabolizam arahidonske kiseline kataliziraju i1 lipooksigenaze (LOX). Postoje tri izoforme
lipooksigenaza, a to su 5, 12 i 15-lipooksigenaza. Metabolizmom arahidonske kiseline uz

lipooksigenaze nastaju leukotrieni (37).

Inhibicijom ciklooksigenaze i lipooksigenaze, koja dovodi do smanjenja koncentracije
upalnih medijatora prostanoida i leukotriena, flavonoidi ostvaruju svoj protuupalni ucinak.
Osim inhibicijom ovih dvaju enzima, flavonoidi protuupalni ucinak ostvaruju i drugim
mehanizmima kao $to su inhibicija oslobadanja histamina, inhibicija fosfodiesteraze,
inhibicija protein kinaze i1 inhibicija aktivacije transkriptaze (7). Iz skupine flavona
inhibicijski potencijal za ciklooksigenazu pokazuju apigenin (inhibicija COX-2), krizin, 3-
hidroksiflavon 1 galangin. Za razliku od flavona, flavonoli su se pokazali kao potentniji
inhibitori lipooksigenaze (36, 38). 1z skupine flavonola najjaci inhibicijski potencijal za
lipooksigenazu pokazali su redom luteolin, 3’,5-dihidroksiflavon, 4°,7-dihidroksiflavon i
kvercetin (36, 38, 39). Osim navedenih flavonola, nesto slabiji u¢inak pokazali su kempferol,
galangin, fisetin 1 morin (36, 38). U istrazivanju kojim se nastojalo istraziti antioksidacijski i
inhibicijski potencijal nekoliko skupina flavonoida, pokazano je kako kvercetin i luteolin
posjeduju jak inhibicijski u¢inak na 15-lipooksigenazu (15-LOX) koja je jedan od kljuénih
enzima u protuupalnom odgovoru. Za razliku od kvercetina i luteolina, miricetin i1 baikalein
pokazali su umjereni inhibicijski uc¢inak na 15-LOX dok ostali flavonoidi, koji su bili
uklju€eni u ovo istrazivanje, nisu pokazali u€inak na 15-LOX. U Tablici 1. prikazani su
kvantitativni podatci inhibicije 15-LOX koji su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (40). Sto se ti¢e ostalih izoformi enzima lipooksigenaze, inhibicijski u¢inak na 5-
LOX pokazali su flavonoli kempferol, kvercetin, morin i miricetin, a na 12-LOX kvercetin,
kvercetin-7-O-glukozid 1 hidifolin (36). U istom istrazivanju provedeno je 1 ispitivanje

inhibicijskog ucinka flavonoida na obje izoforme ciklooksigenaze. U Tablici 2. vidimo kako
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su slab inhibicijski u¢inak na COX-1 uglavnom pokazali flavonoidi iz skupine flavanona
(naringenin, naringin, hesperetin, hesperidin) i to s ICso vrijednostima iznad 100. Vecina
ispitivanih flavonoida pokazala je veéi inhibicijski potencijal za COX-2, od kojih se mogu

izdvojiti luteolin, kempferol, hesperetin 1 naringin (40).

Inhibicija 15-LOX (%)

Flavonoid

10 uM

100 pM

Apigenin

Luteolin

12,82 + 3,58

82,56 + 3,58

Baikalein

34,87 £ 8,20

Baikalin

Kempferol

Kvercetin

2,05+2,15

92,82+ 5,64

Miricetin

59,48 £ 8,20

Rutin

Naringenin

Hesperetin

Naringin

Hesperidin

Genistein

Tablica 1. Utjecaj flavonoida na 15-lipooksigenazu (40).

Inhibicija (ICso)

Flavonoid Ciklooksigenaza 1 Ciklooksigenaza 2
Apigenin - 92,95
Luteolin - 59,90
Baikalein - >100
Baikalin >100 84,85
Kempferol >100 68,60
Kvercetin 81,1 72,30
Miricetin - >100
Rutin >100 77,90
Naringenin >100 81,10
Hesperetin >100 60,89
Naringin >100 60,02
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Hesperidin >100 73,40
Genistein - 88,80

Tablica 2. Utjecaj flavonoida na ciklooksigenaze (40).

Istrazivanje utjecaja strukture i aktivnosti flavonoida na inhibiciju lipooksigenaza
pokazalo je kako najvazniju ulogu u inhibiciji ima kateholna skupina na prstenu B, zatim
dvostruka veza C2-C3 te planarna struktura molekule. Broj hidroksilnih skupina nije igrao
ulogu u inhibicijskom uéinku flavonoida, a prisutnost hidroksilne skupine na polozaju 3

smanjila je taj ucinak (39).

Prenilirani flavonoidi su flavonoidi koji u svojoj strukturi sadrze supstituirane
izoprenil, geranil, 1,1-dimetilalil i/ili lavandulil skupine, a ponajvise su zastupljeni u biljkama
porodice Moraceae. U kineskoj medicini koriste se zbog svog protuupalnog ucinka.
Istrazivanja su pokazala kako nekoliko preniliranih flavnoida kao §to su moruzin, kuwanon C,
kuwanon G, kuwanon H, sanggenon C i D i soforaflavanon G inhibiraju COX-1. Sanggenon
D, osim $to inhibira COX-1, pokazao je inhibicijski potencijal 1 za 12-LOX. Soforaflavanon
G pokazao se kao najpotentnijim inhibitorom COX-1 i 5-LOX 1 to s ucinkom koji je
usporediv s indometacinom. Prenilirani flavonoidi koji su pokazali inhibicijski ucinak na
COX-1, kao supstituent imali su lavandulil skupinu (5-metil-2-izoprofenil-heks-4-enil), ¢ime

se naglaSava vaznost te skupine za inhibicijski u¢inak (38).

Z . | OH
HO O _11'\"“«1
OH
OH O

Slika 31. Struktura soforaflavanona (41).
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4.2.1.2. Enzimi citokrom P450 (CYP)
Utjecaj enzima citokrom P450 na flavonoide ve¢ je opisan u poglavlju o metabolizmu
flavonoida. U ovom poglavlju opisan je utjecaj flavonoida na odredene izoforme enzima

citokrom P450.

Flavoni krizin, akacetin i1 diosmetin pokazali su najveci inhibicijski potencijal za
CYPIAL1 1 CYPIBI. Vaznu ulogu u inhibiciji ovih izoformi imaju hidroksilne skupine na
prstenima A i1 B i to na polozajima 3, 51 7, a posebno vaznu ulogu u inhibiciji CYP1B1 ima
hidroksilna skupina na polozaju 3 (42, 43). Metilacijom hidroksilnih skupina na prstenu B
krizina dolazi do povecanja inhibicijskog potencijala za CYP1BI koje se ocituje smanjenjem
ICs0 vrijednosti sa 0,27 uM za krizin na 0,014 uM i 0,019 uM za akacetin (4'-metoksi-5,7-
dihidroksiflavon) 1 3’,4’-dimetil-5,7-dihidroksiflavon. Osim na CYPIBI, metilacija
hidroksilnih skupina prstena B povoljno utjeCe na povecanje inhibicijskog potencijala za
CYP2C9 (42). Inhibicijski potencijal za CYP1A2 izoformu pokazali su flavoni tangeretin,
diosmetin 1 akacetin, zatim flavonoli galangin i kvercetin te flavanon naringenin. Istrazivanja
na Stakorima pokazala su kako flavoni tangeretin 1 baikalein mogu uzrokovati i poveéanje
aktivnosti i ekspresije ovog izoenzima (44). Hidroksilacija prstena A i C te metilacija prstena
B flavona dovodi do smanjenja inhibicijskog ucinka na CYP1A2 (42). Istrazivanja na
CYP3AA4, jednoj od najvaznijih izoformi u metabolizmu lijekova, pokazala su kako flavonoli
kvercetin 1 kempferol inhibiraju metabolizam nifedipina 1 felodipina. Osim kempferola 1
kvercetina, inhibicijsku aktivnost za ovu izoformu pokazali su flavonol miricetin, flavon
apigenin, koji je pokazao najveci inhibicijski potencijal medu monomernim flavonoidima, te
biflavon amentoflavon (dimer apigenina) (44). Amentoflavon (Slika 32.) izoliran iz ekstrakta
zeleni gospine trave pokazao se kao jedan od najjacih inhibitora medu flavonoidima za
CYP3A4 (ICso vrijednosti od 0,07 uM) 1 za CYP2C9 (ICso vrijednost od 0,03 uM). Kada
govorimo o flavonolima, njihov se inhibicijski potencijal smanjuje §to je broj supstituiranih
hidroksilnih skupina veéi, stoga se ICso vrijednost povecava ovim redom: galangin <

kempferol < kvercetin < miricetin (42).
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Slika 32. Struktura amentoflavona (45).

4.2.1.3. Dehidrogenaze

Enzim 17p-hidroksisteroid dehidrogenaza (17B-HSD) tip 1 katalizira konverziju manje
aktivnog estrogena estrona u potentniji estradiol te stoga predstavlja zanimljivu metu za
djelovanje lijekova kod lije¢enja o estrogenu ovisnim bolestima. U istraZivanju u kojem je
ispitivan inhibicijski u€inak flavonoida i derivata cinamic¢ne kiseline na ovaj enzim, pokazalo
se kako od 10 ispitivanih flavonoida inhibicijski u€inak u velikom postotku imaju: diosmetin,
krizoeriol, skutelarein, genkvanin, fisetin i1 7,4 -dihidroksiflavon. Za inhibicijski ucinak
kljuénim su se pokazali supstituenti na polozajima 5 i 7 na prstenu A i 3’1 4" na prstenu B.
Tako je fisetin, koji na prstenu B ima dvije hidroksilne skupine i to na polozajima 31 4°,
pokazao vec¢i inhibicijski potencijal od miricetina koji je supstituiran sa tri hidroksilne skupine
na prstenu B 1 hidroksilnom skupinom na poloZaju 3 dok je miricetin pokazao veci

inhibicijski potencijal od baikaleina koji nema supstituenata na prstenu B (46).

4.2.1.4. Ksantin oksidoreduktaza (XOR)

Ksantin oksidoreduktaza je citosolni enzim koji sudjeluje u metabolizmu purina i
mokraéne kiseline te stvaranju slobodnih radikala. Odgovoran je za oksidaciju i redukciju
velikog broja heterociklickih spojeva kao §to su purini 1 pteridini, ali 1 brojnih alifatskih i
aromatskih aldehida ¢ime nastaju odgovarajuce karboksilne kiseline ili alkoholi. U ljudi je u
najvec¢oj mjeri zastupljen u jetri i crijevima (47). Flavonoidi i njihovi derivati obi¢no su u

metabolizmu podlozni ksantin oksidazi (XO).

Krizin 1 luteolin koji imaju hidroksilne skupine na poloZajima 5 1 7, snaZzno inhibiraju

aktivnost ksantin oksidaze. Kvercetin, 3-hidroksilni derivat luteolin, ima jednak ucinak kao i
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luteolin. Ovi rezultati pokazuju kako su hidroksilne skupine na polozajima 5 1 7 esencijalne za
inhibiciju ksantin oksidaze, ali ne i hidroksilna skupina na polozaju 3. Ramnetin, 7-metoksi
derivat kvercetina, pokazao je puno slabiji inhibicijski ucinak od kvercetina. Ovim je
pokazano kako je polozaj 7 flavona i flavonola evidentno ukljucen u inhibiciju ovog enzima.
ZnacCaj supstituenata na prstenu B jo$ nije razjasnjen. Luteolin, 3',4’-dihidroksi derivat
krizina, pokazao je slabiji u¢inak od krizina. Isto tako, kvercetin, koji posjeduje hidroksilne
skupine na polozajima 3" i 4’, pokazao je puno manju ICso vrijednost od kempferola
(hidroksilna skupina na polozaju 3”) 1 miricetina (hidroksilne skupine na polozajima 3°, 4’,
57). Za razliku od flavonola 1 flavona, izoflavoni daidzein i genistein pokazali su puno slabiji
inhibicijski uc¢inak, kao i flavanoli (-)-katehin i (-)-epikatehin. Mogu¢i razlog je neplanarna
struktura ovih spojeva ¢ime je inhibicijska mo¢ puno slabija od flavonoida s planarnom

strukturom (48).

4.2.1.5. Aldoza reduktaza

Istrazivanje inhibicijskog potencijala flavonoida na aldoza reduktazu pokazalo je kako
jacu inhibicijsku aktivnost pokazuju flavoni koji imaju kateholnu skupinu na prstenu B (3",4"-
dihidroksi skupina) u odnosu na flavone s jednom hidroksilnom skupinom ili metoksilirane
spojeve. Jaku inhibicijsku aktivnost pokazali su: luteolin, 3°,4°,7-trihidroksiflavon te 3°,4’-
dihidroksiflavon. Od ostalih skupina flavonoida znacajan inhibicijski potencijal pokazali su:
kvercitrin, guaijaverin i desmantin-1. Flavonoli, koji imaju hidroksilnu skupinu na polozaju 3,
1 flavanoni, koji imaju jednostruku vezu izmedu atoma C2 i C3, imali su smanjeni inhibicijski

ucinak. Najslabiji inhibicijski uc¢inak pokazali su izoflavoni i flavan-3-oli (49).

4.2.2. Utjecaj na transferaze

Transferaze su enzimi koji kataliziraju reakcije konjugacije odnosno reakcije druge
faze metabolizma ksenobiotika (9). Ve¢ je opisan utjecaj ovih enzima na metabolizam
flavonoida, a u ovom poglavlju je opisan inhibicijski 1 indukeijski u€inak flavonoida na ove
enzime. Opisan je u¢inak na glutation S-transferazu (GST), UDP glukuronozil-transferazu

(UGT), N-acetiltransferazu (NAT) i sulfotransferazu (SULT).

4.2.2.1. Glutation S-transferaze (GST)

Glutation S-transferaze kataliziraju reakciju konjugacije elektrofilnih ksenobiotika s
endogenim tripeptidom glutationom. S obzirom na mjesto na kojem se nalaze u stanici
dijelimo ih na citoplazmatske (GST) te membranske (MGST) (9, 50). Istrazivanje provedeno

na dvadeset Cetiri flavonoida pokazalo je kako su najpotentniji inhibitori flavanoli i1 to
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galokatehin galat, epigalokatehin i galokatehin te flavonol miricetin koji inhibiraju GST u
postotcima redom od 99,3 %, 99,2 %, 96,5 % i 96,7 %. Od ostalih flavonoida, 30 % veéi
inhibicijski ucinak pokazali su: epigalokatehin, robinetin, dihidrorobinetin, tricetin i luteolin.
JaCina inhibicije ovisna je o strukturnim karakteristikama. Glavna strukturna karakteristika
flavonoida koji su inhibirali GST u postotku ve¢em od 80 % je prisutnost tri hidroksilne
skupine na prstenu B. Inhibicijski u¢inak smanjuje se ovisno o polozaju hidroksilnih skupina
na prstenu A i to redom: 5-OH > 3-OH > 7-OH. Budu¢i da flavanoli, koji su najpotentniji
inhibitori ovog enzima, nemaju keto skupinu na polozaju 4 niti C2-C3 dvostruku vezu,
zakljucuje se kako strukturne karakteristike prstena C ne igraju vaznu ulogu u inhibiciji ovog
enzima. U skupini flavanola slabiji inhibicijski u¢inak pokazuju oni s kateholnom skupinom
na prstenu B, a jaci oni koji imaju tri hidroksilne skupine na prstenu B te supstituiranu galnu

kiselinu na polozaju 3 (51).

Osim inhibicijskog ucinka flavanoli zelenog ¢aja pokazali su i indukcijski u€inak na
GST. Istrazivanje na cCetrdeset 1 dva zdrava dobrovoljca koja su cCetiri tjedna uzimali
suplement polifenona E, pokazalo je kako je inhibicijski u¢inak flavanola prisutan kod onih
pojedinaca kod kojih je aktivnost GST povecéana, dok je indukcijski uc¢inak zamijecen kod
onih pojedinaca kod koji je aktivnost GST bila smanjena. Polifenon E je ekstrakt zelenog ¢aja

koji sadrzi 80 % do 98 % epigalokatehin galata, a ostale katehine u niZim postotcima (52).

OH OH OH

i OH i _OH i :'DH

HO O HO. i HO O

-"‘ -" N ‘ GH
OH "10H “OH

OH OH OH
(+)- katehin (-)- epikatehin (-)- epigalokatehin

OH OH CH OH
OH H

OH OH
(-)- epikatehin galat (-)- epigalokatehin galat

Slika 33. Strukture katehina (flavanola) iz zelenog ¢aja (53).
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4.2.2.2. UDP glukuronozil-transferaze (UGT)

Flavonoidi djeluju i inhibicijski i indukeijski na UDP glukuronozil-transferazu. Flavon
krizin uzrokuje povecanje razine mRNA, ekspresiju proteina te aktivnost UGT izoforme 1A1
u stanicama hepatoma i stanicama karcinoma debelog crijeva, nakon tri dana inkubacije. Ovo
je potvrdeno 1 u humanim hepatocitima. U istim koncentracijama drugi flavoni, kao §to su
akacetin, apigenin, baikalein, diosmetin, flavon i luteolin, te flavonoli kvercetin i kempferol
povecavaju transkripciju ili enzimatsku aktivnost UGT1AT1 izoforme. Inkubacija flavonoida, u
koncentraciji od 5 uM Sest dana s humanim stanicama karcinoma prostate, pokazala je kako
dolazi do povecanja aktivnosti UGT, a kao najpotentniji se pokazao izoflavon biokanin. /n
vivo istrazivanja na Stakorima pokazala su kako kvercetin inducira aktivnost UGT enzima u
tankom crijevu i jetri. Medutim, nekoliko flavonoida koji su induktori UGT, pokazali su i
inhibicijski u€inak na UGT u humanim stanicama jetre. Flavon, naringenin, kvercetin 1
silimarin pokazali su se kao slabi inhibitori dok su krizin i tangeretin pokazali potentniji

inhibicijski u¢inak (44).

4.2.2.3 Sulfoniltransferaze (SULT)

Izrazen inhibicijski ucinak na sulfoniltransferaze pokazao je flavonol kvercetin u
nekoliko in vitro istrazivanja. Kvercetin inhibira sulfataciju 4-nitrofenola, koji je model
supstrata za SULT1A1, te sulfataciju lijekova kao $to su salbutamol, minoksidil i paracetamol
u humanim jetrenim stanicama. Kvercetin je pokazao inhibicijski ucinak i na SULT1A1 iz
ljudskih trombocita, te nesto slabiji u¢inak na SULT1A3. Osim inhibicije ove dvije izoforme,
kvercetin je pokazao inhibicijski u€inak 1 na SULTIEI izoformu koja je odgovorna za
sulfataciju estrogena. Inhibicijski uc¢inak na jetrenu i trombocitnu SULT1A1 pokazali su i
flavonoli fisetin, galangin, kempferol i miricetin te flavoni apigenin i krizin. Flavoni baikalein
1 luteolin, flavonol morin, flavanoni hesperetin 1 izoflavoni daidzein i formononetin inhibiraju
humanu trombocitnu SULT1A1 u nanomolarnim ICso vrijednostima. Flavanoli iz zelenog ¢aja
epigalokatehin galat i galokatehin galat pokazali su se kao potentni inhibitori rekombinantnih

humanih enzima SULT1A 1 to specifi¢no izoformi 1A1, 1A2 1 1A3 (44).

4.2.2.4. N-acetiltransferaze (NAT)

Istrazivanje provedeno na enzimu NATI, izoliranom iz stanica kolangiokarcinoma i
citosola jetrenih stanica, pokazalo je kako snazan inhibicijski ucinak ima kvercetin, a zatim
kempferol, genistein, taksifolin i epigalokatehin galat. Isti flavonoidi pokazali su inhibicijski
ucinak na NAT2. Jadi inhibicijski uc¢inak pokazali su oni flavonoidi koji su imali veéi broj

supstituiranih hidroksilnih skupina na prstenu B. Epigalokatehin galat pokazao je jac¢i u€inak
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od epikatehina stoga se moze zakljuciti kako vaznu ulogu u inhibiciji ima supstituirana galna

kiselina na polozaju 3 (44, 54).
4.2.3. Utjecaj na hidrolaze

4.2.3.1. Fosfodiesteraze (PDE)

Inhibicijom razliitih izoformi fosfodiesteraze (PDE) u razli¢itim tkivima odnosno
stanicama, flavonoidi ostvaruju nekoliko ucinaka kao Sto su antiagregacijski, vazodilatacijski
1 hipolipemicki uc¢inak. Pocetni dio mehanizama ovih ucinaka je isti, a to je da se inhibicijom
PDE povecava razina ciklickog adenozin monofosfata (CAMP). Antiagregacijski ucinak se
ostvaruje na nacin da se nakon povecanja razine cAMP blokira mobilizacija citoplazmatskog
kalcija 1 aktivacija trombocita. Izoflavon genistein ostvaruje vazodilatacijski uc¢inak tako Sto
povecana razina cAMP-a aktivira protein kinazu A S$to dovodi do stvaranja duSikovog
monoksida (NO). Flavonoidi mogu inducirati lipolizu u adipoznom tkivu Stakora. Takav
ucinak pokazali su luteolin, apigenin, kvercetin, diosmetin i genistein. Osim lipolize u
adipoznom tkivu, flavonoidi su pokazali pozitivan u¢inak na hidrolizu lipida u jetri zamorca
(55). Istrazivanje provedeno na PDE izoliranim iz pluca i srca zamorca pokazalo je kako
luteolin ima neselektivni inhibicijski ucinak na sve izoforme PDE sa ICso vrijednostima u
rasponu od 10 pM do 20 uM. Daidzein i eriodiktiol inhibiraju PDE3 s ICso vrijednostima 30
puM 1 50 pM. Hesperetin 1 prunetin su pokazali selektivniji u€inak na PDE4. Luteolin-7-
glukozid inhibira selektivnije PDE2 1 PDE4, a diosmetin pokazuje selektivniji u¢inak na
PDE2. Apigenin inhibira PDE 1-3 sa ICso vrijednostima od 10 uM do 25 uM, a miricetin
PDE 1-4 sa ICso vrijednostima od 10 uM do 40 uM. Kada govorimo o odnosu strukture i
aktivnosti, zakljucuje se kako taj odnos varira ovisno o kojoj je izoformi fosfodiesteraze rijec.
Prisutnost C2-C3 dvostruke veze vazna je za inhibiciju svih izoenzima PDE osim za PDE3
kod koje situacija joS nije razjasnjena. Takoder, prisutnost hidroksilnih skupina na polozajima
51 7 vazna je za inhibiciju svih izoformi, osim za PDE3 za ¢iju inhibiciju nije potrebna
hidroksilna skupina na polozaju 5. Hidroksilna skupina na polozaju 3" igra vaznu ulogu u
inhibiciji PDE4 i PDES, dok je hidroksilna skupina na polozaju 3 vazna za inhibiciju PDES.
Izoflavoni su pokazali povecan inhibicijski potencijal za PDE4. Prisutnost hidroksilne skupine
na poloZaju 5" nevazna je za inhibiciju PDE te je ¢ak primije¢eno kako se u prisutnosti te
skupine smanjuje inhibicijski u€inak na PDE4. Hidroksilna skupina na polozaju 4" flavanona,

flavona i izoflavona vrlo je vazna za inhibiciju PDE3, ali ne i ostalih izoformi (56).
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4.2.3.2. Hijaluronidaze

Hijaluronidaze odnosno B-1,4-glukozaminidaze su enzimi koji uzrokuju degradaciju
vezivnog tkiva te su ukljuene u Sirenju infekcija i toksina, oplodnji jajne stanice i
napredovanju Sirenja raka (57, 58). Flavonoidi su pokazali inhibicijski ucinak na
hijaluronidazu izoliranu iz govedih testisa. Najjac¢i inhibicijski u¢inak pokazali su luteolin,
apigenin, kempferol i silibin u koncentracijama od 250 uM. Nesto slabiji u¢inak pokazali su
miricetin, kvercetin, morin i butein (59). Osim inhibicije hijaluronidaze iz govedih testisa,
istrazivanja su pokazala kako flavonoidi posjeduju potencijal za inhibiciju hijaluronidaza
izoliranih iz otrova zmija, pcela i Skorpiona. Rezultati su pokazali kako flavoni i flavonoli
imaju najvedi potencijal za inhibiciju hijaluronidaza iz otrova, a kao najpotentniji inhibitor
pokazao se kempferol (60). Oba istrazivanja su pokazala kako su najjaci inhibicijski ucinak
pokazali oni flavonoidi koji su u strukturi imali C2-C3 dvostruku vezu te keto skupinu na

polozaju 4 Sto odgovara strukturnim karakteristikama flavona i flavonola (59, 60).

4.2.3.3. Fosfolipaza A>

Fosfolipaza A> (PLA2) ima vaznu ulogu u stvaranju upalnih medijatora kao $to su
prostaglandini, leukotrieni, faktor aktivacije trombocita, pa se PLA> izdvaja kao jedan od
najvazniji enzima u upalnom procesu (61). Odgovorna je za oslobadanje arahidonske kiseline
s membranskih fosfolipida pri ¢emu je oslobadanje posredovano s barem tri fosfolipaze i to:
citosolna (c) PLA», sekretorna (s) PLA> i fosfolipaza neovisna o kalciju (i) PLA> (37). Visoka
razina PLA, zamijecena je u bolesnika koji boluju od ulceroznog kolitisa, pri septiCkom Soku
te u sinovijalnoj tekucini kod reumatoidnog artritisa. Kvercetin 1 rutin pokazali su selektivni
inhibicijski u¢inak na PLA>-II. Oba flavonoida imaju hidroksilne skupine na polozajima 5, 7,
3" 1 4" pa se naglasava vaznost tih skupina za selektivni inhibicijski ucinak ovih dvaju
flavonoida. Uklanjanjem ili dodavanjem hidroksilnih skupina na prstenu B, ne mijenja se
jacina inhibicije PLA>-II, ali takvi flavonoidi postaju manje selektivni. Selektivnost za
inhibiciju PLA-II se smanjuje kod miricetina, koji u odnosu na kvercetin i rutin ima jo§ jednu
hidroksilnu skupinu na poloZaju 5, te kod apigenina, koji u odnosu na rutin i kvercetin nema
hidroksilnu skupinu na polozaju 3°. Hespertin koji na polozaju 4" ima metoksi skupinu,
pokazuje slab inhibicijski u€inak na obje skupine PLA,. Fisetin, koji nema hidroksilnu
skupinu na poloZzaju 5, te katehin i taksifolin, koji nemaju keto skupinu na polozaju 4 i/ili
dvostruku C2-C3 vezu , takoder su pokazali slab inhibicijski u¢inak na obje skupine PLA>

(61).
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4.2.4. Utjecaj na lijaze

4.2.4.1. Sintaza masnih kiselina

Istrazivanja su pokazala kako inhibitori sintaze masnih kiselina mogu smanjiti unos
hrane i tjelesnu masu pa bi se mogli koristiti u lijeCenju pretilosti, a takoder posjeduju i
antitumorski ucinak. Inhibicijski uc¢inak na ovaj enzim pokazuju i flavonoidi. Ispitivanja na
zivotinjskim modelima pokazala su kako najjaci inhibicijski ucinak medu ispitivanim
flavonoidima ima morin. Inhibicijski u€inak flavonoida smanjuje se ovim redom: morin >
luteolin > kvercetin > kempferol > fisetin > miricetin > taksifolin > hesperetin > baikalein.
Pokazalo se kako najjaci inhibicijski u¢inak imaju oni flavonoidi koji imaju dvije hidroksilne
skupine na prstenu B, zatim hidoksilne skupine na polozajima 5 i 7 na prstenu A te C2-C3
dvostruku vezu. Galangin, koji nema hidroksilne skupine na prstenu B, pokazao je jako slab
ucinak na ovaj enzim, dok su morin, luteolin i kvercetin koji imaju dvije hidroksilne skupine
na prstenu B pokazali najjaci inhibicijski u€inak. Flavanoni taksifolin i hesperetin pokazali su
puno slabiji inhibicijski u¢inak na sintazu masnih kiselina u odnosu na flavone i flavonole.
ICso vrijednost taksifolina koji ima istu strukturu kao i kvercetin, ali bez C2-C3 dvostruke
veze, bila je puno veca u odnosu na ICso vrijednost kvercetina. Takoder, flavanoli epikatehin i
epigalokatehin, koji u strukturi nemaju keto skupinu na polozaju 4, pokazali su slab

inhibicijski u€inak na sintazu masnih kiselina (62).
4.2.5. Utjecaj na izomeraze

4.2.5.1. DNA topoizomeraze

DNA topoizomeraze imaju vaznu ulogu u odrZavanju integriteta 1 strukture
kromosoma, a kljucna im je uloga u replikaciji, transkripciji, rekombinaciji 1 kondenzaciji
kromosoma. Inhibicijom ovih enzima flavonoidi ostvaruju antineoplasticki ucinak (63).
Miricetin, kvercetin, fisetin i morin inhibiraju topoizomerazu I i II, dok kempferol i 4°,6,7-
trihidroksiflavon inhibiraju samo topoizomerazu II. Flavonoidi koji su pokazali inhibicijski
ucinak na topoizomerazu I 1 II imali su hidroksilne skupine na polozajima 3, 7, 3" 1 4" te keto
skupinu na polozaju 4. Takoder, vaznu ulogu za inhibicijski u¢inak pokazala je i dvostruka
veza izmedu ugljikovih atoma na polozajima 2 i 3. Galangin, koji nema supstituiranih
hidroksilnih skupina na prstenu B, ne pokazuje inhibicijski u¢inak ¢ime je naglasena vaznost
hidroksilnih skupina na prstenu B. Katehin, iako posjeduje supstituirane hidroksilne skupine
na prstenu B, ali ne i keto skupinu u polozaju 4, ne inhibira djelovanje topoizomeraza. Ovim

je naglasena vaznost keto skupine za inhibicijski ucinak flavonoida. Kada govorimo o
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izoflavonima, pokazano je kako daidzein koji nema hidroksilnu skupinu na polozaju 5 te
prunetin koji ima supstituiranu metoksi skupinu u polozaju 7, ne pokazuju inhibicijski ucinak

na ove enzime (64).
4.2.6. Utjecaj na ligaze

4.2.6.1. D-alanin ligaza

D-alanin ligaza (Ddl) je vazan enzim koji katalizira vezanje D-Ala-D-Ala podjedinice
za prekursore peptidoglikana te predstavlja vaznu metu za antimikrobno djelovanje nekih
lijekova. Kvercetin 1 apigenin pokazuju inhibicijski u¢inak na D-alanin ligazu i to iz bakterija
Helicobacter pylori i Escherichia coli. U¢inak ostvaruju na na¢in da kompetitivno inhibiraju
vezanje adenozin trifosfata (ATP) i nekompetitivno D-Ala jedinice za ovaj enzim. ICso
vrijednost kvercetina za D-alanin ligazu iz Helicobacter pylori bila je 48,5 £ 4,3, a za
apigenin 132,7 + 14,4, dok je za D-alanin ligazu iz Escherichia coli bila 19,9 + 1,8 za
kvercetin te 163 + 26,2 za apigenin. Rezultati pokazuju kako kvercetin posjeduje jaci

inhibicijski u¢inak na D-alanin ligazu u odnosu na apigenin (65).
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5. RASPRAVA
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5.1. Farmakoterapijski ucinci flavonoida

Flavonoidi posjeduju razlic¢ite farmakoloske i biokemijske ucinke pa se koriste u
prevenciji i lijeCenju razli¢itih bolesti. PonajviSe je naglaSena antioksidacijska aktivnost
flavonoida i to onih koji su svojoj strukturi sadrze kateholnu skupinu na prstenu B kao Sto je
kvercetin. Osim antioksidacijske aktivnosti, opisani su i drugi ucinci flavonoida kao Sto je:
protuupalno, antitromboticko, antiskleroticko, kardioprotektivno, hepatoprotektivno,

antineoplasticko, antimikrobno djelovanje, a takoder mogu utjecati na hormonsku regulaciju.

Metabolicke promjene flavonoida uzrokuju promjene njihovih svojstava i bioloskih
u¢inaka pa mogu djelovati ili povoljno, odnosno omoguciti djelovanje flavonoida, ili
negativno odnosno onemoguciti njihovo djelovanje i u€initi ih inaktivnima. Reakcije druge
faze metabolizma odnosno reakcije konjugacije utjeCu na svojstva flavonoida poput
molekularne mase, naboja i hidrofobnosti. Takve promjene mogu utjecati na njihovu
topljivost 1 sposobnost prolaska kroz bioloske membrane te je vjerojatno da ¢e utjecati na
njihovu brzinu izlu¢ivanja i njihov poluzivot u plazmi. Konjugacijom se smanjuje broj
slobodnih hidroksilnih skupina ¢ime se mijenjaju antioksidacijska svojstva flavonoida te
njihova sposobnost interakcije s vaznim stanicnim proteinima kao §to su enzimi, stani¢ni
receptori 1 transportni proteini (8). Vecina bioloskih ucinaka flavonoida povezana je s
hidroksilnim skupinama stoga se taj u¢inak moze umanjiti ili u potpunosti onemoguciti nakon
reakcija konjugacije (10). Osim reakcija konjugacije, ulogu u mijenjanju bioloskih uc¢inaka
flavonoida imaju 1 reakcije koje se odvijaju pod utjecajem enzima superporodice citokrom
P450. Tako se na primjer, flavonoli galangin 1 kempferid u jetri metaboliziraju do bioloski
aktivnijeg kempferola i to galangin hidroksilacijom, a kempferid O-dimetilacijom na polozaju

4’ prstena B (27).

Jedan od nacina na koji flavonoidi ostvaruju svoje ucinke je i djelovanje na razlicite
enzimske sustave. Protuupalni uc¢inak ostvaruju inhibicijom viSe enzima i to fosfolipaze A>
(PLA>), cikooksigenaze 1 lipooksigenaze, ali 1 inhibicijom interleukinima inducirane
ekspresije tkivnih faktora. Inhibicijom PLA> flavonoidi sprjecavaju oslobadanje arahidonske
kiseline iz plazmatskih membrana, te na taj nacin sprjecavaju prvi korak u sintezi upalnih
medijatora prostaglandina i1 leukotriena. Osim na ovaj nacin, flavonoidi sprjeavaju sintezu
prostaglandina 1 leukotriena na nacin da inhibiraju enzime COX 1 LOX. Inhibicijom COX i
LOX flavonoidi takoder ostvaruju i antitromboticki ucinak jer na taj nacin inhibiraju sintezu

tromboksana Az vaznog u procesu aktivacije i agregacije trombocita (1, 5).
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Flavonoidi takoder povoljno djeluju na snizenje krvnog tlaka. Takav ucinak
najvjerojatnije ostvaruju inhibicijom enzima fosfodiesteraze (PDE) ¢ime se povecava razina
cAMP-a, a time dolazi do povecanja protoka vode iz krvi u tubularne stanice i dalje u urin.
Buduc¢i da se smanjuje koli¢ina vode u krvotoku, dolazi do snizavanja krvnog tlaka. Takoder
je opisan i inhibicijski u¢inak flavonoida na angiotenzin konvertirajuci enzim (ACE) u in vitro
1 in vivo studijama, ali i aktivacija enzima oksigenaze $to pogoduje stvaranju aldosterona koji

potice izlu¢ivanje natrija i vode iz organizma (1).

Aldoza reduktaza je enzim koji katalizira redukciju glukoze u sorbitol. Njegova uloga
je naglaSena u stanjima kao $to je diabetes mellitus, kada povecana dostupnost glukoze u
tkivima neosjetljivim na inzulin (Zivci, retina, le¢e) dovodi do povecanog stvaranja sorbitola.
Sorbitol se zadrzava u tkivima te uzrokuje komplikacije kao Sto su katarakta, neuropatija i
retinopatija (49). Flavonoidi su pokazali inhibicijski u¢inak i na ovaj enzim pa stoga povoljno

djeluju 1 u stanjima kao Sto je diabetes mellitus.

Istrazivanja su pokazala kako osobe koje konzumiraju hranu bogatu kvercetinom
(bijeli luk, jabuke) te umjereno konzumiraju vino imaju manji rizik od razvoja razli¢itih vrsta
karcinoma kao Sto su karcinom prostate, pluc¢a, dojke, debelog crijeva i dr. Flavonoidi
antitumorski ucinak ostvaruju razli¢itim mehanizmima kao §to su: regulacija ,,prema dolje*
(engl. downregulation) mutiranog p53 proteina, zaustavljanje stani¢nog ciklusa, inhibicija
tirozin kinaze, inhibicija proteina toplinskog Soka (Hsp), inhibicija ekspresije Ras proteina te
vezanje za estrogenske receptore (5). Antitumorski u¢inak flavonoidi postizu i inhibicijom
DNA topoizomeraze II, ali i1 inhibicijom nosaca glukoze u plazmatskoj membrani koji

opskrbljuje stanicu glukozom za glikolizu (1, 63).

Flavonoidi pokazuju antibakterijsko, antivirusno 1 antimikoticko djelovanje. Sa svojim
antimikrobnim djelovanjem posebno se izdvaja propolis za ¢ije su djelovanje, osim
flavonoida, odgovorni 1 ostali polifenoli kao $to su fenolne kiseline. Mehanizam djelovanja
propolisa jo$ nije u potpunosti razjaSnjen, ali se smatra da djelovanje polifenola u propolisu
odgovara djelovanju fenola odnosno djeluju na nac¢in da denaturiraju bjelancevine u stanici,
inhibiraju bakterijske RNA glukotransferaze te inhibiraju enzime svojim oksidacijskim
osobinama. Flavonoidi apigenin i genkvanin pokazali su djelovanje na Enterococcus faecalis,
Vibrio cholerae, Shigella sonnei 1 Micrococcus luteus, dok kvercetin, kempferol, flavon,
luteolin pokazuju inhibicijsku sposobnost na rast Staphylococcus epidermidis, Klebsiella

pneumoniae 1 meticilin rezistentnog soja Staphylococcus aureus (1). Flavonoidi su pokazali
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ucinak 1 na razli¢ite viruse kao Sto su virus HIV-a, citomegalovirus (CMV), adenovirus,
rotavirus te Herpes simplex virus tip 1 1 2 (1, 66). Antiviralno i virucidno djelovanje
flavonoidi postizu indukcijom nukleaze koja uniStava virusne genome i inhibira proces
umnazanja virusa, jaCanjem stanicne membrane ¢ime se onemogucuje prodiranje virusa kroz

nju i inhibicijom umnozavanja virusa i sprjeCavanjem stvaranje sincicija (1)

5.2. Pripravci na bazi flavonoida u ljekarni
U ljekarni se trenutno mogu pronaci razliiti pripravei koji u svom sastavu sadrze
flavonoide. Nekoliko ih je registrirano kao lijek koji se izdaje na recept, a postoje i pripravci

koji se izdaju bez recepta. U najvecoj mjeri su zastupljeni 1 u obliku dodataka prehrani.

Trenutno je u Republici Hrvatskoj registriran lijek koji se izdaje na recept, a kao
djelatnu tvar sadrzi 500 mg proc¢is¢ene mikronizirane smjese flavonoida koja se sastoji od 450
mg diosmina 1 50 mg flavonoida izraZzenih kao hesperidin. Indiciran je za lijecenje simptoma i
znakova kroni¢ne venske insuficijencije donjih ekstremiteta te akutne hemoroidalne bolesti.
Ovaj lijek smanjuje vensku disenzibilnost i venski zastoj, a na mikrocirkulacijskoj razini
smanjuje kapilarnu permeabilnost i povecava kapilarnu otpornost. Mikronizirani diosmin
povecava venski tonus te smanjuje vrijeme praznjenja vena. Ucinak ovog lijeka u ljudi je
potvrden kontroliranim, dvostruko slijepim studijama koje su koristile objektivne i

kvantitativne metode mjerenja uc¢inka lijeka na vensku hemodinamiku (67).
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Slika 34. Struktura diosmina (68).

Plod sikavice (Syilibum marianum (L.) Gaertn, fructus) sadrzi flavonoidne spojeve i to
u obliku flavonolignana koji imaju zajedni¢ko ime silimarin te flavonoidne aglikone
kvercetin, taksifolin 1 krizoeriol (69). Silimarin je smjesa izomera silibina, izosilibina,
silidianina 1 silikristina koji su odgovorni za hepatoprotektivni ucinak ploda sikavice.
Silimarin se veZe specificno na receptore na membrani hepatocita te na taj nain sprjecava

vezanje toksicnih tvari, a takoder moZe inhibirati mnoge transportne proteine unutar
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membrane. Potie enzime koji sudjeluju u izgradnji 1 razgradnji lipidne membrane te
sprjec¢ava lipidnu peroksidaciju inhibicijom lipooksigenaze. Silimarin kao hvata¢ slobodnih
radikala prekida reakciju peroksidacije te time sprjecava oSte¢enje membrane hepatocita.
Osim na membranu, silimarin pokazuje ucinak 1 na stani¢nu jezgru, u kojoj aktivirajuéi
polimerazu I, potie ribosome na pojacanu transkripciju ribonukleinske kiseline (RNK). To za
posljedicu ima ubrzanu sintezu ribosoma te povecanje biosinteze strukturnih i funkcijskih
bjelan¢evina ¢ime je omogucena ubrzana regeneracija oStecenih hepatocita (70). Ekstrakt
ploda sikavice je registriran kao bezreceptni lijek indiciran za potpornu terapiju u odraslih za
ublazavanje poremecaja funkcije jetre kod kroni¢nog hepatitisa B 1 C, alkoholne bolesti jetre
te ciroze jetre. Osim kao bezreceptni lijek, ekstrakt ploda sikavice se u ljekarni moze pronaci
u obliku dodataka prehrani koji su ¢esto kombinirani s ostalim biljnim drogama koje imaju

povoljan ucinak na jetru.
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Slika 35. Izomeri u sastavu silimarina (71).

Flavonoidi su takoder u velikoj koli¢ini zastupljeni u ekstraktu zeleni gospine trave

(Hypericum perforatum L., herba). Najzastupljeniji flavonoidi su kvercetin te njegovi
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glikozidi rutin 1 hiperozid te kvercitrin 1 izokvercitrin (72). Zajedno s naftodiantronom
hipericinom i fluoroglucinolom hiperforinom ostvaruju antidepresivni ucinak. Suhi ekstrakt
gospine trave inhibira ponovnu pohranu noradrenalina, serotonina i dopamina dok
subkroni¢no lijeCenje uzrokuje smanjivanje beta adrenergickih receptora. U Hrvatskoj je
ekstrakt zeleni gospine trave registrirani kao bezreceptni lijek koji sadrzi 225 mg ekstrakta Sto
odgovara 0,25 mg — 0,75 mg ukupnih hipericina izrazenih kao hipericin zatim 15 mg
flavonoida izrazenih kao rutin i najviSe 15 mg hiperforina. Lijek je indiciran za kratkotrajno

simptomatsko lijecenje blagih depresivnih epizoda u odraslih (73).

Ekstrakt lista ginka (Ginkgo biloba L., folium) sadrzi kao aktivne tvari flavonske
glikozide kvercetina, kempferola i izorhamnetina, te terpenske laktone ginkgolide i bilobalide.
Manje zastupljeni flavonoidi su apigenin, luteolin i miricetin (74). U Hrvatskoj je registrirano
nekoliko biljnih pripravaka koji se izdaju bez recepta, a koji sadrze od 40 do 120 mg ekstrakta
lista ginka. Indicirani su za ublaZzavanje simptoma koji nastaju kao posljedica poremecaja
prokrvljenosti mozga, poboljSanje kvalitete zivota kod blagih oblika demencije u odraslih,
ublazavanje simptoma koji nastaju kao posljedica oslabljene cirkulacije u nogama te kao
pomocdna terapija kod vertiga i tinitusa (75, 76). Osim biljnih lijekova, u ljekarni se mogu

pronaci i dodaci prehrani koji sadrze ekstrakt lista ginka.

Od ostalih preparata koji sadrze flavonoide, a mogu se pronaci u ljekarnama, svakako
treba izdvojiti pripravke koji sadrze ekstrakt ploda americke brusnice (lat. Vaccinium
macrocarpon Ait., fructus), zatim pripravke koji sadrze glog ( Crataegus spp., folium cum
flore), arniku ( Arnica montana L., flos ), crni gavez (Symphytum officinale L., radix), koprivu

(Urtica spp., radix) 1 propolis.

Ekstrakt ploda ameri¢ke brusnice bogat je proantocijanidinima 1 antocijanidinima koji
su odgovorni za antioksidacijsku aktivnost i sprjeCavanje prianjanja E.coli za povrSinu
epitelnih stanica mokraénog mjehura, pa se pripravci ove biljke koriste u prevenciji i tretmanu
urinarnih infekcija. Osim brusnice, 1 kopriva se koristi kod urinarnih infekcija, ali samo kao
adjuvantna terapija zbog svog diuretskog djelovanja (77). Najzastupljeniji flavonoidi u
koprivi su flavoni luteolin i apigenin (78). Pripravci arnike i crnog gaveza koriste se kod
reumatskih bolova, bolova uzrokovanih sportskim ozljedama te hematoma, fraktura, iS¢aSenja
1 istegnuca (77). Arnika uglavnom sadrzi flavonoidne glikozide i to kvercetina, kempferola,

izorhamnetina 1 patuletina (79).
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6. ZAKLJUCCI
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1. U prirodi flavonoidi uglavnom dolaze u obliku glikozida premda su za bioloske uc¢inke ovih

spojeva odgovorni uglavnom njihovi aglikoni.

2. S obzirom na njihovu strukturu u humanom organizmu podlijezu reakcijama 1. i1 2. faze

metabolizma.

3. Samo se rijetki flavonoidi mogu apsorbirati u obliku glikozida pa je reakcija hidrolize prva

1 jedna od vaznijih metabolickih reakcija ovih prirodnih spojeva.

4. Reakcije oksidacije koje se pretezito odvijaju pod utjecajem enzima citokrom P450 (CYP),
osim $to mogu utjecati na eliminaciju flavonoida iz organizma, ¢esto su odgovorne za njihovu

ucinkovitost, bilo da izazivaju pojacanu bioloSku u¢inkovitost ili toksi¢nost.

5. Najucestalije reakcije 2. faze metabolizma flavonoida su reakcije glukuronidacije i
sulfatacije koje se u najvec¢oj mjeri odvijaju u jetri i tankom crijevu te bitno mijenjaju svojstva

1 bioloske ucinke flavonoida.

6. Reakcije bioloske metilacije su reakcije manjeg afiniteta za flavonoide, ali izuzetno vazne
za one flavonoide koji posjeduju kateholne skupine u prstenu B kao $to su kvercetin, luteolin,

fisetin 1 katehin.

7. Vaznu ulogu u metabolizmu flavonoida ima crijevna mikroflora i to bakterijske vrste

Eubacterium ramulus 1 Fusobacterium plautii.

8. Utjecaj flavonoida na enzimske sustave uvelike ovisi o njihovim strukturnim

karakteristikama. Flavonoidi uglavnom pokazuju inhibicijske u¢inke na enzimske sustave.

9. Utjecajem na enzimske sustave flavonoidi ostvaruju svoje bioloSke ucinke u ljudskom

organizmu.
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Cilj: Cilj ovog diplomskog rada je opisati metabolizam razli¢itih skupina flavonoida u
ljudskom organizmu te njihov utjecaj na enzimske sustave, a ovisno o strukturnim

znacajkama koje flavonoidi moraju posjedovati da bi se taj u¢inak ostvario.

Materijali i metode: Osnovna struktura flavonoida sastoji se od dva benzenska prstena
povezana propanskim lancem. Obic¢no se, prema strukturnim znacajkama, flavonoidi dijele u
Sest glavnih skupina, a to su: antocijanidini, flavan-3-oli, flavoni, flavanoni, izoflavoni i
flavonoli. Ulaskom u ljudski organizam, flavonoidi su podlozni razli¢itim metaboli¢kim
promjenama od kojih se mogu izdvojiti reakcije hidrolize i hidroksilacije (monooksigenacije)
kao reakcije prve faze metabolizma, a od reakcija druge faze znacCajne su: glukuronidacija,

sulfokonjugacija i metilacija.

Rezultati: Metabolizam flavonoida zapocinje reakcijom hidrolize kojom se iz glikozida
flavonoida oslobada aglikonski dio molekule ¢ime se omogucava apsorpcija. Zatim slijede
reakcije prve faze metabolizma koje se poglavito odvijaju u jetri pod utjecajem enzima
superporodice citokrom P450, a nakon njih i reakcije druge faze od kojih se isticu reakcije
glukuronidacije 1 sulfatacije. Flavonoidi uglavnom djeluju inhibicijski na razli¢ite enzimske
sustave, a u ovom radu obradeni su inhibicijski ucinci na: ciklooksigenaze (COX),
lipooksigenaze (LOX), enzime citokrom P450 (CYP), ksantin oksidoreduktaze (XOR),
fosfodiesteraze (PDE), fosfolipazu A2 (PLA2) 1 dr. IstraZivanja su pokazala da inhibicijski

ucinci ovise o strukturnim znacajkama flavonoida.

Zakljucak: Metabolicke promjene flavonoida bitno mijenjaju njihova svojstva i bioloske
ucinke u ljudskom organizmu. Djelovanjem na enzimske sustave flavonoidi ostvaruju razlicite
farmakoloske 1 biokemijske uinke te stoga posjeduju veliki potencijal u prevenciji 1 terapiji

razliitih vrsta oboljenja.
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Diploma Thesis Title: Flavonoids — metabolic changes and effect on enzyme systems

Objectives: The aim of this diploma thesis is to describe the metabolism of different
flavonoid groups in human body and to describe the effect of flavonoids on the enzymatic

systems and structural characteristics that flavonoids must have in order to achieve this effect.

Material and Methods: The basic structure of flavonoids consists of two benzene rings
connected by propan chain. Usually, according to structural characteristics, flavonoids are
divided into six major groups: anthocyanidines, flavan-3-ols, flavones, flavanones,
isoflavones and flavonols. By entering into a human organism, flavonoids are subject to
various metabolic changes. Hydrolysis and hydroxylation (monooxygenation) reactions (first
phase metabolic reactions) and glucuronidation and sulfation (second phase metabolic

reactions) can be extracted.

Results: Metabolism of flavonoids begin with hydrolysis during which flavonoids are set free
from aglycone part of the molecule to allow absorption. After absorption, flavonoids are
transported to liver where they undergo extensive metabolism which includes first phase of
metabolic reactions and also conjugation reactions (glucuronidation and sulfation). Usually,
flavonoids inhibit various enzyme systems. Some of the enzymes that have been inhibited by
flavonoids are: cyclooxygenase (COX), lipooxygenase (LOX), cytochrome P450 enzymes
(CYP), xanthine oxidoreductase (XOR), phosphodiesterase (PDE), phospholipase A2 (PLA2).

Structural characteristics of flavonoids play hugh role in their effect on enzymes.

Conclusion: Metabolic changes of flavonoids significantly alter properties and biological
effects in the human body. By acting on enzyme systems, flavonoids accomplish different
pharmacological and biochemical effects and thus have great potential in preventing and

treating various types of diseases.
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