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SOUHRN

Testovani antidiabetického a antioxidac¢niho icinku flavonoidu osajinu v experimentu
Zamérem pilotni studie bylo sledovat antidiabeticky a antioxida¢ni efekt osajinu u alloxanového diabe-
tu v experimentu in vivo. Zvifata byla metodou ndhodného vybéru rozdélena do 2 skupin (n=7). Sku-
piné lécené byl podavan osajin v davce 10 mg/kg v 0,5% roztoku Avicelu perordlné 1x denné, skupiné
placebo byl podavan pouze roztok Avicelu. Posledni skupina byla intaktni (bez zédkroku a bez medika-
ce). U zvifat byly stanoveny vybrané laboratorni parametry (glukosa, urea a cholesterol v séru, ztraty
glukosy a bilkovin mo¢i), diuréza, antioxidacni enzymy (superoxiddismutasa, glutathionperoxidasa),
celkové antioxidacni kapacita a hladina malondialdehydu, a to na konci experimentu. Byly odebrany
vzorky ledvinné tkan€ a pankreatu pro histopatologické vySetfeni. Byl zjiStén statisticky vyznamny vze-
stup (p<0,05) katalytické aktivity glutathionparoxidasy a celkové antioxida¢ni kapacity (p<0,01) u léce-
né skupiny ve srovnani se skupinou placebo. Déle byl zjiStén statisticky vyznamny pokles hladiny
malondialdehydu (p<0,01) u lécené skupiny ve srovnani se skupinou placebo. Superoxiddismutasa
nevykazala signifikantni zmény. Byl zjistén statisticky vysoce vyznamny pokles (p<0,01) diurézy, gly-
kosurie a ztrat bilkovin moci u 1écené skupiny ve srovnani se skupinou placebo. Hodnoty cholesterolu
a urey vykazaly nesignifikantni zmény. Vysledky biochemického vySetfeni ukazuji na antidiabeticky
a antioxidacni efekt osajinu. Histopatologické nélezy s témito vysledky koreluji pouze ¢astecné.
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SUMMARY

Testing of antidiabetic and antioxidative effect of the flavonoid osajin in an experiment

The antidiabetic and antioxidative effect of osajin was monitored under the conditions of alloxan-
induced diabetes mellitus in an in vivo experiment. The animals were divided by random selection
into 2 groups (n=7). The treated group was administered osajin in peroral doses of 10 mg/kg in
Avicel, the placebo diabetic group was given only the solution of Avicel, and the last group was
intact. Selected laboratory parameters (glucose, urea, cholesterol, antioxidative enzymes, total
antioxidative capacity, malondialdehyde in serum, diuresis, total glucose and protein losses through
urine) were determined in all animals. Kidney tissue and pancreas samples were taken for
histopathological analysis. The findings included a statistically significant increase (p<0.05) in the
glutathione peroxidase catalytic activity, total antioxidative capacity (p<0.01) and a statistically
significant decrease (p<0.01) on malondialdehyde level in the treated group compared to the
placebo group. A statistically highly significant decrease (p<0.01) in diuresis, glucose and protein
losses through urine were identified in the treated group compared to the placebo group. The
superoxide dismutase catalytic activity, urea and cholesterol levels involved non-significant
changes. The results of biochemical examination show a protective antidiabetic and antioxidative
effect of osajin. The results of histopathological examination correlate with them only partially.
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Uvod

Diabetes mellitus piedstavuje v soucasné dobé zavaz-
ny medicinsky problém, a to pfedev§im v rozvinutych
spolec¢nostech. Jeho incidence vzrostla za poslednich 20
let dvojndsobné a v Ceské republice postihuje 6,5 %
populace V. Dle sou¢asnych nazord hraje vyznamnou roli
v etiopatogenezi diabetu 1.1 2. typu oxidacni stres, ktery
ma kli¢ovy vyznam rovnéZ pro vznik a rozvoj diabetic-
kych komplikaci. Velmi ¢asto se u experimentélnich zvi-
fat navozuje modelovy patologicky stav pomoci alloxa-
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Obr. 1. Struktura osajinu

nu ¥, ktery selektivné toxicky poSkozuje B burtiky
Langerhansovych ostrivkl pankreatu a vede v zavislosti
na davce k rozvoji rizné zavazné inzulinopenie, a tedy
i diabetu typu I. Alloxan vyvola nejprve prechodnou sti-
mulaci  bunégk, pti které dojde k uvolnéni intracelulér-
nich zasob insulinu a vznikne kratkodobd hypoglykémie.
Po nékolika dnech se pak u zvifat objevi insulinopenie
s klasickymi pfiznaky diabetu: hyperglykémie, glykosu-
rie, polydipsie a polyurie. Toxicita alloxanu in vitro a in
vivo miZe byt inhibovdna chelaty, zhase¢i hydroxylo-
vych radikéltl a antioxidanty rozpustnymi v tucich %,

V organizmu béZné vznikd tfada reaktivnich forem
kysliku a dusiku (ROS). Jejich patologicky narGst se
vyrazné podili na vzniku a rozvoji fady onemocnéni. Na
regulaci fyziologického mnoZstvi volnych radikald ma
organizmus vyvinuté antioxida¢ni mechanizmy tvorené
prirozenymi antioxidanty a enzymy (napf. superoxiddis-
mutasa, katalasa, redoxni systém glutathionu, latky
s chelatové vazanymi ionty Zeleza a médi aj.). Naprava
oxidativniho poSkozeni organizmu je v§ak obtiZna. Mno-
hem efektivnéjsi je cesta preventivni, spocivajici v mini-
malizovani zdroju tvorby volnych radikald a posileni pfi-
rozeného antioxida¢niho mechanizmu podavanim latek,
které plisobi jako antioxidanty, nebo tzv. zhaSece vol-
nych radikalt. Proto pfi experimentilnim studiu antioxi-
dacné pusobicich latek je zvlaStni pozornost vénovana
pravé hledani takovych latek, jejichz pouzivani by bylo
mozné pii tzv. radikdlové podminénych stavech, zejmé-
na v prevenci 'V,

Osajin, izolovany z plodenstvi rostlin Maclura pomi-
fera (RAFINESQUE) Moraceae, patfi do skupiny preny-
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lovanych flavonoida (obr. 1). Antioxidacni pisobeni osa-
jinu bylo prokdzéano ve studiich in vitro metodou stano-
veni peroxidace lipidd na jaternich mikrozémech labora-
torniho potkana za pouZiti butylhydroxytoluenu (BHT)
jako referencniho standardu a nésledné v in vivo stu-
dii 2.

Cilem préce bylo sledovat antidiabeticky a antioxidac-
ni efekt osajinu na alloxanem navozeny diabetes mellitus
u laboratorniho potkana.

Vlastni studie a jeji prubéh byl schvalen a monitoro-
van Etickou komisi Veterinarni a farmaceutické univerzi-
ty Brno. Zdravotni stav vSech zvifat byl pravidelné kon-
trolovan nékolikrat denné jak po dobu aklimatizace
zvifat, tak i v pribéhu celého provadéného experimentu
pracovni skupinou, jejiz ¢lenové jsou drzitelé osvédceni
Ustedni komise pro ochranu zvifat o zpiisobilosti dle
§17, zékona Ceské narodni rady ¢. 246/1992 Sb., na
ochranu zvitat proti tyrani.

POKUSNA CAST

Materidl a metodika

Vlastni in vivo studie byla provddéna na laboratornich
potkanech kmene Wistar SPF (ptivod AnLab s.r.0., SRN), sam-
¢iho pohlavi, stejného stafi a srovnatelné té€lesné hmotnosti
(310£12 g). Zvitata byla umisténa jednotlivé ve sklenénych
metabolickych klecich, byla krmena standardni dietou (Dieta
pro mala laboratorni zvifata SPF M 1) a napdjena vodou ad
libitum.

Po dobé€ nezbytné pro aklimatizaci byl 20 zvifatim jednora-
zov€ podén alloxan tetrahydrit v ddvce 50 mg/kg hmotnosti
intraven6zné. Po 5 dnech bylo provedeno stanoveni hodnot gly-
kémie pomoci pfistroje Glucochir a diagnostickych testovacich
prouzki Glucocard. Do pokusu byla zafazena zvifata, u nichz
byla hladina krevniho cukru zvySena z primédrnich 4-6 mmol/l
na 18+4 mmol/l. Metodou nahodného vybéru byla zvifata roz-
délena do 2 skupin (n=7). Skupiné 1é¢ené byl podavan osajin
v davce 10 mg/kg perordlné gastrickou sondou v 0,5% roztoku
Avicelu 1x denné. Placebo skupiné byl podavan pouze 0,5%
roztok Avicelu v mnozstvi 2 ml, rovnéz peroralné gastrickou
sondou 1x denné. Do experimentu byla zafazena jeSté skupina
zvifat intaktnich (n=7), bez navozeni patologického stavu a bez
medikace.

Na zacatku experimentu byla u zvitat v§ech skupin stanove-
na hodnota glukosy v séru, na konci experimentu byly u vSech
zvirat stanoveny vybrané laboratorni parametry (hladina gluko-
sy, urey a cholesterolu v séru) spektrofotometricky za pomoci
laboratornich testovacich souprav Diagnostika Lachema, anti-
oxidacni enzymy (superoxiddismutasa, glutathionperoxidasa)
a celkova antioxidaci kapacita na automatickém analyzatoru
Cobas Mira S, pomoci testovacich setll firmy Randox, Dublin.
Rovnéz byla jednorazové na konci experimentu stanovena hla-
dina malondialdehydu v séru spekrofotometricky metodou
Tvare '¥. Dile byla stanovena diuréza a celkové ztraty glukosy
(glykosurie) a bilkovin moci spektrofotometricky za pomoci
laboratornich testovacich souprav Diagnostika Lachema.

Po ukonceni medikace 20. den byla zvifata utracena exsan-
quinaci a byly odebrany vzorky ledvinné tkané a pankreatu pro
histopatologické vysetfeni. Materidl byl fixovan v neutralnim
10% formolu a rutinné barven hematoxylinem—eosinem. Pre-
parity byly vySetfeny v optickém mikroskopu erudovanym
histopatologem bez znalosti experimentalniho protokolu.
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Ziskané hodnoty sledovanych laboratornich parametrt byly
zpracovany pomoci tabulkového procesoru Microsoft Excel
a statisticky vyhodnoceny za pomoci programu UNISTAT, tes-
tu ANOVA a Studentova t-testu, hodnota p<0,05 byla povazo-

véana za signifikantni.

—h—

VYSLEDKY

Vysledky laboratornich vysetieni

Tab. 1. Hladina glukosy v séru

Hladina glukosy léCend placebo intaktni
v séru (mmol/l) skupina skupina skupina
zaCatek experimentu  19,45+0.73 19,50+0.52  4,35+0,06
konec experimentu 9,12+0,93** 20,35+0,45  4,92+0,72

*#* p<0,01 1écena vs. placebo

Na zacatku experimentu nebyl pii srovnani skupiny zvi-
fat IéCenych a placebo zjiStén signifikantni rozdil. Na kon-
ci experimentu doslo k vysoce signifikantnimu sniZeni
hodnoty glukosy v séru u skupiny 1é¢ené (p<0,01) (tab. 1).

Skupina intaktni nevykdzala v priibéhu experimentu
statisticky vyznamné zmény.

Hodnoty superoxiddismutasy vykazaly nesignifikant-
ni zmény pfi porovnani hodnot skupiny lécené a placebo
na konci terapie (v prubéhu terapie nedoslo ke zméné
hodnoty naméfenych hladin) (tab. 2).

Byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) hla-
diny glutathionperoxidasy u skupiny léCené, na konci
terapie, ve srovnani se skupinou placebo (tab. 2).

Byl zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil
(p=0,01) hodnot celkové antioxidacni kapacity u skupiny
1écené, na konci terapie, ve srovnani se skupinou kon-
trolni (tab. 2).

Byl zjistén statisticky vysoce vyznamny (p<0,01) hla-
diny MDA u skupiny 1é¢ené ve srovnani se skupinou pla-
cebo na konci terapie (tab. 2).

Hodnoty denni diurézy i glykosurie vykazaly vysoce
signifikantni rozdily (p<0,01) pfi porovnani hodnot léce-
né a placebo skupiny na konci experimentu (tab. 3). Rov-
néZz byl zjistén vysoce signifikantni rozdil (p<0,01)

Tab. 2. Hodnoty SOD, GSHPx, AOC a MDA stanovené na konci experimentu

SOD GSHPx AOC MDA
(U/ml) (ukat/l) (mmol/l) (mmol/l)
1é¢ena skupina 202,10+5,64 1193,20+78,40 0,94+0,05 1,28+0,49
EY Kok 3k
placebo skupina 198,05+3,59 1061,20+94,06 0,77+0,03 3,68+0,33
intaktni skupina 58,82+2.76 1821,60+55,07 1,20+0,06 1,01+0,05

* p<0,05 1écend vs. placebo, ** p<0,01 Iécend vs. placebo

Tab. 3. Hodnoty denni diurézy, glykosurie a ztrat bilkovin

moci na konci experimentu

Diuréza glykosurie ztraty
(ml/den) (mmol/l) bilkovin
moci (g/l)
1é¢ena skupina 16,50+0,25 2,17+0,45 0,93+0,37
placebo skupina 29,65+2.40 4,19+0,53 1,66+0,35
sk ek sk
intaktni skupina 12,45+0,45 1,13+0,54 0,43+0,16

#% p<0,01 1éCena vs. placebo

Tab. 4. Hodnoty cholesterolu a urey v séru na konci

experimentu

Cholesterol (mmol/l)

urea (mmol/l)

1é¢end skupina 1,85+0,34
placebo skupina 1,89+0,36
intaktni skupina 1,95+0,32

7,57+1,51
7,61+1,04
5,95+1,01

u ztrat bilkovin moci pfi porovnani obou skupin (tab. 3).

Porovnanim hodnot cholesterolu a urey v séru u sku-
pin lécené a placebo nebyl zjistén signifikantni rozdil na
konci experimentu (tab. 4).

Vysledky histopatologického vySetreni
Ledvinna tkan

Skupina lécend

Mirné edematdzni prosdknuti parenchymu a mirné
prekrveni jako projev dieniovych zmén ve 30 % pripada.
Zmény glomeruld ve smyslu jejich zvysené bunécnosti
zpusobené pfitomnosti erytrocytll a zmnoZenim mesan-
gia byly pozorovany zhruba ve 20 % pftipadi. Cévni
zmény v obou sledovanych skupinach, spocivajici v mir-
ném ztlusténi stény cév stfedniho a malého kalibru, se
daly najit ve 30 % ptipadud.

Histologické zmény jsou hodnoceny jako minimélni
a nesignifikantni.

Skupina placebo
Ve dfeni byly patrny pouze fokalné vakuolarni dege-
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nerace epitelii proximéalnich tubulil s jejich mirnym
prekrvenim témér v 80 % pripadi. V kofe byly sledo-
vatelné jednak zmény glomerulll a jednak zmény cév-
ni. V pfipadé glomerull se jednalo o zmény jejich
bunécnosti, a to ve smyslu jejich zvyseni (erytrocyty,
zanétlivy infiltrdt a zmnoZeni mesangidlnich bunék)
nebo sniZeni (hyalinizace s tvorbou eosinofilnich
depozit — obdoba Kimmelstiel Wilsnova syndromu).
SniZend buné¢nost glomerull je projevem spise dlou-
hodobého pribéhu nemoci, ve sledovaném souboru se
vyskytly naznaky asi v 10 % pripadi. ZvySena bunéc-
nost zde zastoupend pfevazné erytrocyty se vyskytla
ve 40-50 % pripadd.

Histologické zmény jsou hodnoceny jako minimalni
a nesignifikantni.

Skupina intaktni
Normaélni stavba.

Pankreas

Skupina lécend
Normalni stavba jak ve slozce zevné i vnitiné sekreto-
rické bez fibrézy a infiltrace.

Skupina placebo

Mirna variace co do velikosti i poctu ostravki, ojedi-
néle zastizena mitotickd aktivita beta buné¢k. Nebyla
zachycena fibréza (svédcici pro dlouhodoby proces) ani
zanétliva lymfocytarni infiltrace, ktera se pravidelné
vyskytuje u infekci nastoleného diabetu.

Histologické zmény jsou nepfiznacné a jen zcela mini-
malni. I mirnou variabilitu ve velikosti a poctu ostravka
je tfeba hodnotit s rezervou, vzhledem k tomu, Ze se tyto
veli¢iny méni v zavislosti na lokalit€ odbéru (hlava pan-
kreatu vs. télo pankreatu).

Skupina intaktni
Normalni stavba.

DISKUZE

Diabetes mellitus je charakterizovan zvySenou glyké-
mii a Casto soucasnou glykosurii. Zékladnim patogene-
tickym Cinitelem, ktery k hyperglykémii vede, je chybé-
jici ¢i nedostatecna sekrece insulinu, nebo jeho
nedostate¢ny Uc¢inek na urovni bunék perifernich tkani.
Metabolické disledky tohoto se promitaji nejen do meta-
bolizmu sacharidli, Casto se projevi i jako porucha
v metabolizmu proteind, jindy jako porucha metaboliz-
mu lipida, jejiz patogeneze je vSak slozitéjsi 19,

Zvyseni hladiny glukosy v séru, stanovené na zacat-
ku experimentu, a jeji monitorovani v pribéhu experi-
mentu byly nezvratnym ditkazem navozeného patolo-
gického stavu pomoci alloxanu. Rovnéz tak
glykosurie jako disledek prekroceni ledvinného prahu
pro glukosu. Zmény obou sledovanych parametrii
vykazaly pfi statistickém vyhodnocovani signifikantni
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zmény pii vzajemném porovnani hodnot 1écené a pla-
cebo skupiny.

V ramci experimentu bylo zji§téno zlepSeni hodnot
ukazateld antioxidacniho systému, zejména zvySeni akti-
vity GSHPx a celkové antioxida¢ni kapacity pfi srovna-
ni hodnot Iécené a placebo skupiny. Hodnoty SOD nevy-
kazaly signifikantni zmény v pribéhu experimentu.
Vysetfované enzymy pusobi intracelularné a jejich akti-
vita na sebe vétSinou navazuje '?. Je mozno predpokla-
dat, Ze jejich aktivita se mize ménit dle stavu organizmu,
nebo v souvislosti s probihajicimi patologickymi proce-
sy. Vysledky testovani ukazuji, Ze vzajemné kompenzac-
ni mechanizmy tvofené souhrou plisobeni vice enzymu
mohou byt potencovany pritomnosti poddvanych antioxi-
danti.

Statisticky vyznamné vyssi hodnota celkové antioxi-
dacni kapacity u 1é¢ené skupiny, ktera se uplatiiuje extra-
celularné, je zfejmé disledkem suplementace latkou
s prokdzanym antioxidacnim tc¢inkem in vitro. Celkova
antioxida¢ni kapacita neni zcela specifickym ukazate-
lem. Vzhledem k tomu, Ze jde vlastné o sumu efektu
nékolika antioxida¢nich mechanizmii, méli bychom
vzdy patrat po hlavni antioxidaéni slozce vzorku '9.
Urc¢itou hypotézou zvysené AOC je moznost vyplavova-
ni antioxidantl z jater a tukovych dep jako odpovéd na
vysokou hladinu ROS v obéhu. K tomuto efektu ale
dochézi spiSe u dlouhodobé produkce volnych radikald.
Je také moZné, Ze v riznych situacich neni organizmus
schopen likvidovat urcity typ volného radikdlu stavaji-
cim spektrem antioxidanti, a proto zvySuje produkci
ostatnich ve snaze likvidovat ho. AOC stoupd, ale nemu-
si nutné dochazet k poklesu ROS .

Vysledky statistického porovnani hodnot MDA
obou skupin (Ié¢ené a placebo) ukazuji signifikantni
zmény, u skupiny lécené byla nalezena statisticky
vyznamné niz§i primérna hodnota ve srovnini se sku-
pinou placebo na konci terapie. MDA je vedlejsi
toxicky produkt lipoperoxidace, a proto jeho hladina
celkem jasné koreluje s intenzitou ptisobeni ROS na
lipidové molekuly, a tim i mirou oxidaéniho poskoze-
ni organizmu. Metodou TBARs za spektrofotometric-
kého stanoveni nelze dosdhnout zcela specifického
vysledku. S kyselinou thiobarbiturovou reaguji sacha-
ridy, glukosa, pyrimidiny, hemoglobin, bilirubin, bili-
verdin, aminokyseliny, mocovina, kreatinin, kyselina
mocova, kyselina sialova a dal$i latky; produkty této
reakce absorbuji pfi 530-535 nm, cozZ sniZuje specifi-
citu TBA reakce. Cast t&chto interferujicich latek
odstranime okyselenim a dalSimi dpravami. Interferu-
jici produkty v8ak nejlépe odstrani HPLC '7. Pfesto se
da konstatovat, Ze pro naSe Ucely dostacuje spektrofo-
tometrické méfeni, protoZe vyznamny je predevSim
rozdil nalezenych hladin MDA u Ié¢ené a placebo sku-
piny.

Hladina cholesterolu byla v rdamci experimentu
monitorovana jako doprovodny biochemicky parame-
tr a zaroven jako jeden z ukazatelti stavu tukového
metabolizmu za daného uméle navozeného patologic-
kého stavu u laboratorniho potkana. Hodnoty choles-
terolu vykézaly v pribéhu experimentu nesignifikant-
ni zmény.
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U pacientl s déletrvajicim diabetem a zv1asté u tzv.
dekompenzovanych diabetikli se setkavame s vyskytem
chronickych komplikaci specifickych a nespecific-
kych ™., Jednou z chronickych specifickych komplikaci
je nélez diabetické nefropatie, ktera je charakterizovand
proteinurii, ¢asto hypertenzi a pomalou postupnou alte-
raci rendlnich funkci. Diabeticka nefropatie byla poprvé
popsdna v roce 1936 Kimmelstielem a Wilsonem jako
interkapilarni noduldrni glomeruloskleréza. V uZsim
smyslu slova diabetickou nefropatii rozumime mikroan-
giopatické postiZeni ledvin.

V ramci experimentu byla monitorovana hladina urey
v séru, ztraty celkovych bilkovin mo¢i a diuréza u pokus-
nych zvifat jako ukazatele mozného navozeni diabetické
nefropatie. Hodnoty urey vykazaly nesignifikantni zmé-
ny, diuréza byla signifikantné vyssi u placebo skupiny ve
srovnani se skupinou léfenych zvirat. Ztraty bilkovin
moci rovnéz vykazaly signifikantni zmény pfi porovnani
hodnot skupiny 1é¢ené a placebo.

Histopatologicky hodnotitelné zmény v ledvinach
zavisi na délce trvani diabetu a na tom, zda a jak byl dia-
betes lécen. U kratkodobé trvajiciho neléceného onemoc-
néni je za urcitych okolnosti mozno prokazat postiZzeni
charakteru diabetické nefrosy, kterd se mikroskopicky
projevuje kalnym zdufenim, vakuolarni degeneraci, stea-
tézou bunék proximélnich tubull, ztlust€énim bazalnich
membran a pfitomnosti glykogenu v butikach Armaniho
z0ny.

Histopatologické zmény v pankreatu nebyvaji mikro-
skopicky prizna¢né a ndlez nebyva jednotny. U juvenil-
niho diabetu muze byt pocet ostrivki snizen, nékdy
nachazime degranulaci beta bunék, fibrézu ostravka
a nékdy lymfocytarni infiltrace. U dospélych diabetikli
byva pocet ostrivkid vétSinou normalni nebo lehce snize-
ny, ale neni mozno diabetes jednoznacné histologicky
diagnostikovat.

Osajin je pfirodni latkou, kterd byla zatim ojediné€le
pouZita pro testovani in vivo na patologickych biomode-
lech 129, Pfevazna vétSina literarnich odkazi je proto
charakteru in vitro provadénych studii, ve kterych je Cas-
to porovnavan ucinek sledovanych zastupct skupiny fla-
vonoid mezi sebou.

Neni moznost srovnani nami zjis§ténych vysledki
ziskanych pfi testovani osajinu na modelu alloxanové-
ho diabetu v preklinickém pokusu s vysledky jinych
autord.

ZAVER

Flavonoidy patii mezi latky, jejichZ antioxidacni akti-
vité a schopnosti zhaSet nebo vychytavat volné radikaly

—h—

je vénovana zvysena pozornost. Dle nékterych autort je
antioxidacéni Gcinek této skupiny pravdépodobné podsta-
tou tzv. vitaminového pisobeni téchto latek. Literarni
prameny uvadeéji, Ze obvyklym zplsobem stravujici se
¢lovék prijme denné s potravou okolo 1 g téchto latek.
Flavonoidy se v poslednich letech rovnéz staly soucasti
vitaminovych smési a potravnich dopliikd, proto orga-
nizmem pfijimané mnozstvi muze obvyklé hodnoty
znacné prevySovat.
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