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Nazev diplomov¢é prace: Hledani piirodnich chelator kobaltu

Kobalt, jako stopovy prvek, se v lidském téle nejvice nachazi jako centralni atom
vitaminu B12. Jeho nedostatek se projevuje poSkozenim psychického stavu, ztratou paméti,
demenci nebo megaloblastickou anemii. Pfi nadmérném mnozstvi je pro télo toxicky, coz bylo
nejvice popsano u pacienti s MoM endoprotézou kycelniho kloubu. Kobalt zpiisobuje
poskozeni okolni tkan¢ az jeji destrukci, nebo také kardiotoxicitu, hypofunkci Stitné zlazy,
ztratu paméti a sluchu. Flavonoidy jsou pfirodni polyfenolické slouc¢eniny se schopnosti vazat

kovy, odstraniovat volné radikaly a chranit pfed oxida¢nim stresem.

Cilem prace bylo stanovit chelatacni aktivitu u vybranych flavonoidi za vyuziti
spektrofotometrického méteni in vitro pii 4 patofyziologicky relevantnich pH prostfedi (pH
4,5;5,5; 6,8 a 7;5). Z testovanych latek vykazovaly chelata¢ni aktivitu pouze 3-hydroxyflavon
a baikalein. 3-hydroxyflavon v poméru 1:1 dosahoval pti pH 7,5 az 100 % chelatace a pti pH
6,8 asi 60 % chelatace. Baikalein byl reaktivni pfi pH 7,5 a 6,8, kdy pfi poméru 10:1 dokazal

navazat asi 50 % kobaltnatych iontd. Pti pH 4,5 a 5,5 nereagovala zadna z latek.

Déle bylo ovétfeno, zda tyto latky ovliviiuji Iyzu Cervenych krvinek v pfitomnosti
kobaltu. Pro in vivo experiment byla pouzita potkani krev. Samotny 3-hydroxyflavon ovlivnil
lyzu vyznamnéji, ta dosahovala v poméru 4:1 az 20 %, s ionty kobaltu pouze 10 %. U baikaleinu
byla zjisténa lyza pod 10 %, samotny baikalein zpisoboval v poméru 4:1 1yzu do 20 % a

v ptipad¢ s ionty kobaltu dosahoval az 90 %.

Diplomové prace prokazala, Ze nékteré flavonoidy mohou chelatovat ionty kobaltu.
Déle bylo zjisténo, ze baikalein se v in vivo prostiedi chova jako prooxidant, coz by se mohlo

vyuzit pii terapii nddorovych onemocnéni.
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Cobalt, as a trace element, is mostly found in the human body as the central atom of
vitamin B12. Its deficiency is manifested by psychological impairment, memory loss, dementia
or megaloblastic anemia. In excess amount, it is toxic to the body, which has been most
described in patients with MoM hip replacement surgery. Cobalt causes damage to surrounding
tissue until it is destroyed, or also cardiotoxicity, thyroid hypofunction, memory and hearing
loss. Flavonoids are natural polyphenolic compounds with the ability to bind metals, scavenge

free radicals and hence protect against oxidative stress.

The aim of the work was to determine the cobalt chelating activity of a row of flavonoids
using spectrofotometric measurements in vitro at 4 pathophysiologically relevant pH conditions
(pH 4.5, 5.5, 6.8 and 7.5). Of the test substances, only 3-hydroxyflavon and baicalein showed
chelation activity. 3-hydroxyflavon in a 1:1 ratio achieved 100 % chelation at pH 7.5 and about
60 % at pH 6.8. Baicalein was reactive at pH 7.5 and 6.8, when at 10:1 it was able to bind about
50 % of cobalt ions. At pH 4.5 and 5.5, none of the substances responded.

In addition, it was investigated whether these substances affected red blood cell lysis in
the presence of cobalt. Rat blood was used for the in vivo experiment. 3-hydroxyflavon alone
affected lysis more significantly, with a ratio of 4:1 to 20 %, with cobalt ions only 10 %. In
baicalein, lysis was found to be below 10 %, baicalein alone caused up to 20 % lysis in a 4:1

ratio, and in the case of cobalt ions it was up to 90 %.

The diploma thesis has shown that some flavonoids are able to chelate cobalt ions.
Futhermore, in vivo experiment, baicalein in particular acts as a prooxidant, which could be

used in cancer therapy.
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1 Uvod

Kobalt je tézky kov patfici mezi stopové prvky dulezit¢ pro fungovani lidského
organismu. VyuZziva se na barveni skla, v primyslu, nuklearni medicin€ a je soucasti slitin.
V piirodé se nachazi v komunalnim odpadu ¢i kravském hnoji a dostava se do potravniho
fetézce. Clovék by ho mél piijimat v potravé ve vysi asi 3 pg denné. Kobalt se v lidském t&le
vyskytuje nejvice jako centralni atom korinového jadra vitaminu B12, diky kterému probiha
syntéza ribonukleovych kyselin, metabolismus aminokyselin a mastnych kyselin. Pfi jeho

nedostatku hrozi megaloblasticka anemie, ztrata paméti, deprese nebo demence.

Nadmérné mnozstvi kobaltu v lidském téle se nejvice projevilo u pacient
s endoprotézou kycelniho kloubu ze slitiny kobaltu. Nanocastice kobaltu se dostavaly do okolni
tkané, kde zplsobovaly az tzv. pseudotumory, toxicita se také projevovala neuropatii,
hypofunkci §titné Zlazy, kardiotoxicitou, retinopatii nebo ztratou sluchu. Kvili nadmérnému
mnozstvi kobaltu v téle byla také iniciovdna Fentonova reakce, kterd poskytuje reaktivni formy

kysliku (ROS), a tim zptisobuje oxidacni stres a poskozeni tkani.

Jako chelatory byly vybrany flavonoidy, které maji schopnost vytvaret vazby s kovy,
vychytavat volné radikaly a chréanit pfed oxida¢nim stresem. Chelata¢ni terapie je zaloZena na
schopnosti ligandu reagovat s kovem a vyloucit ho ven z téla. Cilem je najit selektivni chelator,
ktery by chelatoval pouze kobalt a nesnizoval koncentrace ostatnich kovl dulezité pro lidské

telo.

Cilem prace bylo stanoveni chelatacni aktivity u vybranych flavonoidt in vitro za
vyuziti spektrofotometrického meéteni pii pH 4,5; 5,5; 6,8 a 7,5 a stanovit in vivo, zda se

chelatace projevi na lyze ¢ervenych krvinek.



2 Teoreticka cCast
2.1 Kobalt

Kobalt je namodraly kov, ktery fadime mezi pirechodné prvky. V periodické soustave
prvkli se nachazi ve ctvrté periodé a devaté skupiné, v triadé zeleza. Projevuje se
paramagnetizmem a obsahuje neparové elektrony. V pfirod¢ se vyskytuje hlavné v podobé
oxidi a komplexnich sloucenin s oxida¢nim ¢islem II a III. Mineraly smaltin, erytrid a kobaltin,
které obsahuji kobalt se pouzivaly hlavné na barveni skla jiz ve starovékém Egypté nebo Cing.
Mineraly se roztavily a vznikajici oxid kobaltu se vléval do roztaveného skla, kdy se ve studené
vodé srazel a vytvofil vrstvu modrych ¢astic, které se rozemlely na tzv. smalt. Kobalt se
nepouzival jen kviili své modré barvée, ale dodaval sklu pevnost a odolnost vii¢i atmosférickym

vliviim. [1]

Kobalt byl izolovan jako elementarni kov az v 18. stoleti. Dnes se pouziva hlavné jako
soucast slitin s niklem, zelezem, hlinikem, chromem, molybdenem nebo titanem, piedevsim
jako slitiny, které zabranuji korozi, slitiny s nizkou roztaznosti, teplotné¢ odolné povlaky nebo
jako protézy kolen, kyc¢li a zubni komponenty. Malé mnoZstvi kobaltu je také piitomno
v magnetu. Diky své schopnosti zvySovat hustotu saturace Zeleza se pouzZiva jako mekky
magnet. Kobalt se také vyuziva v katodach baterii spole¢né s lithiem a niklem. Co®" (kobaltité
ionty) nem4 magneticky moment a vytvaii tak vrstvu mezi ostatnimi kovy, a tim katodu
stabilizuje. Jestli je ale kobalt dalezity nebo se necha nahradit jinym pfechodnym prvkem

vyZzaduje dalsi studie.

2.1.1 Vyskyt v ptirodé

Bylo zjisténo, Ze se kobalt spolecné s niklem nachazi v komunalnim odpadu a
v kravském hnoji, coz zplsobuje toxicitu pro rostliny. Snizuje rust jejich koteni, chlorézu a
jejich celkové odumirani. Navic se tyto kovy dostavaji do potravy a naruSuji tak potravni
fetézec. Nejspise se vazi na organicky uhlik, ktery je jejich soucasti. Tézky kov, ktery se dostava
do rostlin pfes jejich kofeny se ve velkém mnoZstvi zadrZzuje pravé tam, ve vakuolach
kofenovych bundk a do nadzemni Gasti se dostava opravdu nepatrné mnozstvi. Resenim by
mohlo byt pfidani organické hmoty, aby se z kovli nemohly vytvofit soli, které se do rostlin
dostavaji vice. Nicméné¢ akumulace tézkych kovi v piidé by se méla stile kontrolovat pro

posouzeni enviromentalniho hlediska. [2]

Existuji rostliny, které se nazyvaji tzv. hyperakumulatory tézkych kovi, jako je napf.

Noccaea caerulescens (Brassicaceae), ktera zadrzuje kobalt a nikl pfedevsim v mladych listech.



V rostling jsou poté prendseny pomoci floému. Nadmérné mnozstvi kovu se ale neprojevuje
nijak toxicky. [3]

Mrw e

zvysenou expresi gend pro kovové transportéry. Kov je posildn do nadzemnich casti, a tak
zustava méné v kotenovych vakuolach a vice ve vakuolach v listech. Kovy se v rostlinach vazi
na ruzné ligandy, jako jsou organické kyseliny, aminokyseliny (pfedev§im histidin) nebo

bilkoviny. Pouze okrajové se zminuji chelatory, které by slouzily pro detoxikaci rostlin. [4]

Kobalt je velmi vyhodny pro symbiotické bakterie rodu Rhizobium, které pro fixovani
dusiku potiebuji kobalamin, jsou hlavné v kofenech lusténin (Fabaceae). Kobalt také ptispiva
ke zpomaleni starnuti listi a odolnosti semen vii¢i suchu. Toxicita je hlavné spojena
s oxida¢nim stresem a narusenim homeostazy zeleza, protoze s zelezem soutézi o transportéry.
Proto rostliny, které akumuluji kobalt, maji nejspiSe upravené homeostatické mechanismy pro

zelezo. [5]

2.1.2 Soucast lidského téla

Kobalt se ve své organické formé vyskytuje hlavné v zelenych castech rostlin,
obilninach, rybach a vod¢. Jeho anorganickd forma je pro lidské télo toxicka, hromadi se
v tkanich a mize vyvolavat imunologické reakce. Vyuziva se ale naptiklad v pivnim priamyslu
pro snizovani tvortici se pény. Hlavnim radioizotopem, ktery se dostava do téla je °°Co, ktery se
vyuziva v primyslu a nuklearni medicin€. V minulosti byly kontaminovany podzemni vody

timto izotopem kviili Giniku z jaderného odpadu v Severni Americe, kdy vznikal v reaktoru. [6]

Clovék by mél denné piijmout 3 pg kobaltu, jehoZ celkova koncentrace v téle je asi 1—
2 mg. Nejvice zastoupeny je v srdci, slezing, jatrech a ledvinach, dale v mozku a slinivce. Do
lidského organismu se dostava né¢kolika cestami, je pfijiman perordlng, respiraénim systémem,
transdermalné nebo jako soucast biomateriala, které se pouzivaji jako nahrada lidskych tkani.

[7]

Absorpce kobaltu probiha v tenkém stfeveé do centralniho kompartmentu, ve kterém ale
dlouho nezustava, protoze je vychytavan zejména ledvinami a jatry. Transport kobaltu
v erytrocytech je spojen s vapenatymi ionty, ale neni soucasti sodnodraselné pumpy. Hlavné se
vaze na albumin a hemoglobin, ma tedy nizké procentudlni zastoupeni volné frakce. Nejvice se
vylucuje moci, béhem prvnich 24 hodin se eliminuje az 40 %, ale studie prokazuji, Ze po roce

zistava v téle asi jeste 10 %, které jsou zachovany nejspise natrvalo. [8]



V lidském téle se kobalt nejvice vyskytuje jako soucast vitaminu B12. Vitamin B12,
tedy kobalamin, ma ve svém korinovém jadfe jako centralni atom kobalt. Clovék vitamin neumi
vyrobit, proto jej musi piijimat hlavné zivo¢isnou potravou — masem, vejci nebo vnitfnostmi a
malé mnozstvi vytvaii bakteridlni fléra v intestinu. Denn¢ bychom méli pfijmout 5-20 pg,
ze kterych si v téle vytvoiime zasoby na nékolik let. [9] Ve své struktufe obsahuje vitamin B12
modifikovany tetrapyrrol, tedy makrocyklus o ¢tyfech pyrrolech spojené pres atomy uhliku,
kdy jeden chybi. Na ném je pfipojena pomoci aminopropanolové vazby baze nazyvajici se
dimethylbenzimidazol s ribosou tvoiici dohromady nukleotid. Muze byt nahrazena jinou bazi,
napi.: purinem. A tfeti slozku tvofi ligand: kyanid, adenosyl, methyl, deoxyadenosyl. Z toho
vyplyvaji i pfislusné ndzvy cyanokobalamin, adeno-, methyl-, deoxyadenosyl-. (obr. 1)
Methylkobalamin a deoxyadenosylkobalamin se pfirozené vyskytuji v buiikach. Kobalt svymi

silnymi nukleofilnimi vlastnostmi kontroluje vazbu a jeji Sté€peni. [10]

CONH; OH OH

NH-

S"-Deoxyadenosylcobalamin
= Adenosylcobalamin
{AdoCbl, coenzyme B,1)

X = CHy

Methylcobalamin
(MeChl)

X=0H

HiC,
; Hydroxocobalamin
"
O\ o . X=CN
P~ o Cyanocobalamin
| (CNCbI, vitamin B, )

OH

Obrazek 1 — Chemicka struktura vitaminu B12.

Pti perordlnim pfijmu se vitamin B12 dostdva do Zaludku, kde se napojuje na
transkobalamin I, ktery mu poskytuje ochranu v kyselém prostfedi. Pomoci vnitiniho faktoru
probéhne jeho absorpce v distalnim ileu, transportuje se do enterocytu, a diky transkobalaminu

IT se dostava do portalni cirkulace a uvoliiuje se z vazby v jatrech. [9]

Fyziologickou funkci vitaminu B12 je methylace ¢i demethylace, pracuje jako kofaktor
transferas pii syntéze ribonukleovych kyselin, metabolismu aminokyselin a mastnych kyselin

a tvorb¢ dalSich signdlnich molekul. Uplatiiuje se jako donor methylové skupiny pii vytvoreni



tymidinu pro DNA, sjeho pomoci probiha konverze 5-methyltetrahydrofolatu na 5, 10-
methylentetrahydrofolat. Dalsi reakct, kde je zapotiebi kobalt je izomerace methylmalonyl CoA
na sukcinyl CoA. [9]

V prvni reakci vystupuje jako koenzym metioninsyntetasy, kdy pienese methyl
z methyltetrahydrofolatu na homocystein a zapficini tak vzniku methioninu. Vznikly
tetrahydrofolat poté pusobi jako koenzym thymidylatsyntetasy a pomaha vytvotit thymidin
z deoxyuridinu. Vznikly thymidin se stava jako fosfat soucasti DNA. V tomto metabolické
procesu se také uplatituje kyselina listova, predevSim pro pfenos uhliku. Druha reakce probiha
v nervové tkani, kdy vitamin B12 je koenzymem methylmalonyl-CoA-mutasy, kterd pfeménuje

kyselinu methylmalonovou na kyselinu jantarovou. [11]

Pti nedostatku vitaminu B12 se zpomaluje obnoveni tkdni, zejména kostni dien¢ a
sliznice. Pfi¢inou je hlavné malnutrice, dalSi onemocnéni jako je Crohnova choroba,
autoimunitni thyreoitida, chronicka pankreatitida, resekce Zzaludku, tenkého stfeva nebo
nejcasteji vrozeny deficit vnitiniho faktoru a dals§i. Nejvice jsou poSkozené tkan¢ s rychlou
diferenciaci bunék, tedy pravé cervené krvinky, kdy dochazi k megaloblastické anemii. Pfi
nedostatku vnitiniho faktoru se nazyva pernicidézni anemii. [11] Dale poSkozuje psychicky stav,
zpusobuje naladovost, zménu osobnosti, ztratu paméti, demenci nebo depresi. Také zvySuje
riziko infarktu myokardu nebo mrtvice. Pokud je v krvi pfitomno méné nez 200 pg/ml vitaminu

a jsou pfitomny nekteré ze symptomt, s nejvétsi pravdépodobnosti to znamena jeho nedostatek.

Terapii je podavani samotného vitaminu B12 nejvice v podobé cyanokobalaminu
pomoci intramuskularni injekce, peroralni 1écba neni zatim tolik €inna. Pfi terapii se u pacienta
sleduji hladiny sérového vitaminu B12, homocysteinu a kyseliny methylmalonové a celkova

reakce na 1écbu. [12]

Denné se podava 300-1000 pg podle stavu pacienta asi jeden tyden a poté se mnozstvi
a frekvence postupné snizuje. Pii perordlnim podani se voli bilkovina nej¢astéji ziskana extrakei
sliznice zaludku prasat, ale ucinnost naruSuje hlavné moznost neutralizace vnitiniho faktoru

v zalude¢nim prostiedi. [11]

Kobalt se také v téle nachéazi v enzymech, které nejsou soucasti korinového jadra. Jedna
se 0 methionin aminopeptidasu, prolidasu, nitrilhydratasu, glukosoisomerasu a dalsi. V lidském
téle byly vytvoreny systémy pro regulaci hladin kobaltu pro udrZzeni homeostazy. Jedna se o
uptake systém, effluxni systém, metalochaperony a proteiny pro skladovani kovi. Uptake

systém byl nejvice rozvinut u gramnegativnich bakterii, pomoci receptorti na vnéj$i membrané
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jsou aktivovany proteinové prenasece, které prendseji ionty kobaltu pfes membrany. Effluxni
systém se skladé z protonové pumpy pro transport nadmérného mnozstvi kobaltu ven z bunky
pro jeji ochranu pied toxicitou. Metalochaperony jsou bilkoviny, které dodéavaji ionty kovi

apoenzymiim a usnadnuji jejich zrani do aktivni formy.

2.1.3 Toxicita kobaltu
V letech 2006 az 2010 se jako endoprotézy kycelniho kloubu hojné pouzivaly tzv.

metal-on-metal (MoM), které byly vyrobeny pfedevsim ze slitin obsahujici kobalt a chrom.
Tyto kovy se pacientim usazovaly v synovialni tekuting, plazmé, erytrocytech, moci a v okolni
tkani. Medicines and Healthcare Products Regulatory Agency uvadi, Ze koncentrace iontil
kobaltu v krvi vys$si nez 7 pg/l ukazuje na mozné poSkozeni tkan€ a implantat by mél byt
odstranén. Bylo ale prokazano, ze 10-70 pg/l v krvi nevyvolava zadné vyznamné klinické
ptiznaky, které se objevily az u pacientii s endoprotézou s koncentraci kobaltu vice nez 300
pg/l. Dnes se jiz upustilo od téchto nahrad, ale stale existuje mnoho pacientil s artroskopii

kycelniho kloubu MoM in situ. [13]

V protézach postupné dochéazi k opottebeni, vzniklym tfenim se uvoliiuji nanocastice
kovu, které maji za nasledek zvySenou lokédlni a systémovou koncentraci, kterd miize
zpiisobovat poskozeni tkani. Céastice kovu nepiiznivé ovliviiuji kostni buiiky a u nékterych
citlivych pacient mohou vyvolat opozdénou bunéénou piecitlivélost na kobalt, ktera se projevi
jako zéanétlivd masa, tzv. pseudonador, ktery zni¢i okolni tkdn. Velmi malo byly hlaseny
maligni nadory svalll a kosti. U pacientll s implantaty byly také popsany onemocnéni jako
chronicka demyelinizacni neuropatie, kardiotoxicita, Unava, anorexie, retinopatie, ztrata
paméti, zavrat, ztrata sluchu, dusnost, hypofunkce $titné zlazy a dalsi. Déle bylo zjisténo, ze
toxicita kobaltu mlZe souviset s nizkou vaznosti kobaltu na albumin, a tedy vzniku velké

koncentrace volné frakce kobaltu. [14]

Zvysenym mnozstvim kobaltu v lidském téle také mohou trpét pracovnici pii vyrobé
slitin nebo v primyslové vyrobé¢ tvrdych kovil. Setkavaji se s nim prostiednictvim kiize nebo
ho ve vétsi mife inhaluji, coz v minulosti vedlo k rakoviné plic. Za toxickou davku se povazuje

0,003-0,006 pg/m?*. Mechanismem uéinku je hlavné oxidaéni stres a poskozeni DNA. [15]

Kvili nadmérnému mnozstvi kobaltu vznikaji volné radikaly, které inhibuji opravu
DNA, zptsobuji jeji kiizeni a indukuji vyménu sesterskych chromatid a proteind, modifikuji

baze DNA a zvysuji peroxidaci lipida. Slouceniny kobaltu maji karcinogenni u€inky a zvysSuji



frekvenci UV indukovanych mutaci. Kobalt takto vytvaii pomoci Fentonovy reakce

hydroxylové radikaly (-OH), které jsou povazovany za nejsilnéj$i ROS. (rovnice 1, 2)

Co'+ H,0; — Co'+-OH + OH-  rovnice 1
[Co'-chelat] + H,O, — [Co™-chelat] + -OH + OH-  rovnice 2

Bylo prokazéano, ze reakce kobaltnatych iontd s peroxidem vodiku neprodukuje pouze
‘OH, ale také singletovy kyslik. Tyto radikaly jsou tvoieny v lysozomech hepatocyti za
piitomnosti Co'. Suspenze kobaltu reaguje s kyslikem za vzniku radikalového meziproduktu
Co'-00-, nejedna se viak o Fentonovu reakci, ale pro tyto studie byla pouZita analytickd metoda

ion trapping a EPR (elektronové paramagneticka rezonance). (rovnice 3)
Co + 0, — Co' + Oy — Co'-00- rovnice 3

Reakce wvzniklého radikalového meziproduktu za pfitomnosti enzymu SOD
(superoxiddismutasa), ktera je dilezitym antioxidacnim prvkem zivych buné¢k, poskytuje

peroxid vodiku a CO". (rovnice 4) [16]
Co'-00 — H,0, + Co' rovnice 4

V pfitomnost CoCl> dochazi k hypoxii neurdlnich bun€k vlivem poSkozeni
mitochondrialni DNA. To bylo prvné zjisténo pfi studiich na potkanech a déale studovano na

signalizacnich kaskadach, kde bylo urceno, Ze kobaltnaté ionty vyvolavaji oxidac¢ni stres. [17]

2.2 Chelatace

Principem chelatace je za€lenéni mineralniho iontu nebo kationtu do chelatotvorného
¢inidla, vznikd tak koordinacni komplex s vazbami mezi cheldtory a ionty kovi. Vychazi
z feckého chelos, znamenajici drap. Sila téchto vazeb je zavisla pfedev§im na typu kovu, na
afinit€¢ kovu ke tkanim a k chelatorim. Cilem je vytvofit takovy komplex, ktery zabrani
mobilizaci kovu do tkani, specialné do ledvin a jater a mozné reabsorpci a ktery se 1épe vylucuje
moci ¢i stolici. Ve vodé rozpustné komplexy jsou transportovany krvi a vyluCovany moci,
zatimco lipofilni mohou vice penetrovat membranami. Jejich G€innost se popisuje jako pomér

chelatu a nevazaného kovu. [18]

Chelataéni €inidla neboli ligandy se vazi s atomy kovil jednou nebo vice vazbami
kovalentnimi nebo koordinacnimi prostfednictvim atomu siry, dusiku nebo kysliku. Podle
poctu vazeb se ligand nazyva monodentat, bidentat nebo polydentat. Tzv. idedlni chelator by

mél byt rozpustny ve vod¢, netoxicky, vysoce afinitni ke kovu, mél by zachovat chelatacni
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vlastnost pii pH télnich tekutin a vytvaret takové komplexy, které eliminuji toxické kovy ven
z téla. Rozeznavaji se dva typy vytvorenych komplext: stabilni, ktery brani interakci kovu
s biomolekulami a otevieny neboli kosikovy, ktery naopak tuto interakci podporuje a miize

znamenat oxidacni stres. [19]

2.2.1 Chelataéni terapie

Kobalt se fadi mezi esencialni tézké kovy, které jsou pii nizké koncentraci v téle
relativné neSkodné. Jejich homeostaza je regulovana transportnimi bilkovinami a organelami
jako jsou mitochondrie. V poslednich letech se ale zvySila moznost kontaminace hlavné kvuli
elektronickému odpadu, spalovani fosilnich paliv, likvidaci komunalniho odpadu nebo té€zbe.
Hromadéni v lidském téle mé za nasledek poSkozeni nervového, dychaciho, dermélniho nebo

traviciho systému. [20]

Toxicita zpisobena kovy nema piesné specifické ptiznaky, zvlasté pokud je expozice
dlouhodoba a v nizkych davkach. Do lidského téla se mohou dostat v podobé kovovych
nanocastic, které se vyznacuji vysokym pomérem povrchu k hmotnosti, mohou tak prochazet
ptes bunéénou membranu a inhibovat mitdzu, rist a déleni bunék. Pfesny mechanismus toxicity
ale neni znam, jejich monitorovani zahrnuje méfeni koncentrace poctu ¢astic, plochu povrchu
ajejich slozeni k urceni limitnich hodnot expozice na pracovisti. V téle se nanocastice prenase;ji
pomoci lymfy a centradlniho kompartmentu do dalSich organti jako jsou jatra, ledviny, kostni

dren, srdce a dalsi.

Kovové ionty v téle aktivuji T lymfocyty, tim iniciuji zanét, ktery diky cytokinim
postihuje okolni buiiky, coz se mize projevit jako zména ustni sliznice, kozni patologické stavy,
horecka, unava nebo ovliviiuji hypotalamo-hypofyzarni osu nadledvin. Velmi dileZité se jevi
v€asné rozpoznani intoxikace a odstranéni kovového zdroje, napft. protézy, ale primarni lécbou
intoxikace téZzkymi kovy je chelatacni terapie. V klinické praxi se mezi prvnimi latkami
pouzival 2,3-dimerkaptopropanol k 1écbé intoxikace arsenem a ethylendiamintetraacetat
(EDTA) k lécbé intoxikace olovem. Dnes se jiz nepouzivaji, pfedevsim kviili redistribuci

toxickych kovii do mozku a nezadoucim Gc¢inkiim. [21]

Existuje jen malo dikazl, které by informovaly o zvySené eliminaci kobaltu
v ptipadech podezfeni na protetickou kycelni toxicitu kobaltu. V jedné studii byl popsan
pacient s 506 pg/l kobaltu, za referencni hodnotu se povazuje asi 7 pg/l, pacient byl 1écen
podavanim 2,3-dimerkaptopropan-1-sulfonatem (DMPS). Vylucovani kobaltu moc¢i se zvysilo

a tim se snizila hladina kobaltu v séru, nékteré ptiznaky toxicity se zlepsily, ale nakonec byla



protéza odstranéna. Tato 1écba mize mit nezadouci Gcinky jako ekzém, astma nebo nedostatek
médi a zinku. V dalsi studii byla pacientovi poddvana EDTA mezi stanovenim diagnézy a
odstranénim protézy. V prvnich dnech se hladina kobaltu snizovala, av§ak poté se opét zacala
zvysovat, za pri¢inu se uvedlo pokracovaci uvoliovani kovu z kyc€le a mozna redistribuce. Po
odstranéni protézy bylo pozorovano u pacientti zlepSeni az vymizeni pfiznaki, ale neurologické

potize vétSinou pietrvavaly, dokonce se po nékolika letech rozvinula dyspnoe. [22]

V klinické praxi byla také vyuzita vyména pomoci katetru jednoho objemu plazmy u
pacienta, ktery byl pfed explantaci MoM kyc¢elniho kloubu. Vyuzila se tu schopnost kobaltu
vazat se na albumin, a tedy pfi terapeutické plazmatické vyméné (TPE) snizovat hladiny
plazmatické hladiny kobaltu a chromu, avsak ta se opét po nékolika hodinach vratila na vysoké
hodnoty. Pii explantaci pacient ztratil asi 1litr krve a bylo mu podano né¢kolik jednotek
cervenych krvinek a krystaloidni roztok. Po operaci opét hodnoty kobaltu klesly, k tomu jeste
dostal N-acetylcystein jako chelatacni latku a infuzi. Chelatace u n¢j dale nebyla doporucena
kvili hypotenzi a polyurii, dokonce mu byl diagnostikovan diabetes insipidus. Po nékolika
dnech se hypotenze jiZ neprojevovala a nebyly dale potfeba fluidni bolusy, tkan v okoli
implantatu byla relativné zdrava, a dokonce se mu mirné zlepsil zrak i sluch. Z toho mizeme
usoudit, Ze TPE je bez odstranéni MoM marna, protoze dochazi k rebound fenomenu, tedy ke
znovu zvyseni hladin kobaltu vlivem vyrovnavani jejich hladin mezi tkéni a intravaskuldrnim
prostorem. TPE se ale v klinické toxikologii pouZiva pouze ziidka, v tomto pfipad€ hlavné kviili

renalnimu selhdni a neschopnosti vylucovat komplex chelatoru a iontu kovu. [23]

Dalsi studie pfinesly informace o chelatacnich vlastnostech N-acetylcysteinu, ktery by
mohl zachytit ionty kobaltu v systémové cirkulaci po implantaci ndhrady kycelniho kloubu. U
pokusli se zvitaty se zjistila jeho vyS$i G€innost v porovnani se sodnou soli EDTA nebo
kyselinou dimerkaptojantarovou (DMSA). Dalsi latkou zklinické praxe je kyselina
dimerkapto-1-propansulfonova (DMPS), ktera pfinesla prokazateln¢ zvySené¢ vylucovani

kobaltu. [24]

Bézné se pro 1écbu intoxikace Zelezem vyuziva latek deferoxamin, deferipron nebo
deferasirox pii talasemii a penicilamin, triethylentetramin pii pretizeni médi u Wilsonovy

choroby.

Chelatotvorna cinidla lze vyuzivat pii selektivnim zaméfeni na inhibici nadorovych

bun¢k a mikrobd, jedna se hlavné o komplexy platiny nebo hydroxykarbamid. Mechanismem



ucinku je modulace funkce bilkovin, inhibice enzymii podilejici se na syntéze DNA nebo
naruSeni metabolickych cest kovi a poskozeni lysozomii komplexy kovii. Mohly by se také
pouzivat pro Upravu funkce makrofagli nebo pii ochrané pred kardiotoxicitou protinadorovych

1€kt. Chelatory se dale uplatnuji pro diagnostiku rakovinnych nebo zanétlivych onemocnéni.

[25]

2.2.2 Chelatacni vlastnosti flavonoidi
Flavonoidy mohou reagovat s pfechodnymi kovy, které maji schopnost vytvaret oxidy,

bud’ hydrolyzou nebo odstranénim atomu kysliku — jsou tedy oxofilni. Mira chelatace zavisi na
ptitomnosti pyrokatechold a kombinacich hydroxylovych a karbonylovych skupin v chemické
struktute flavonoidii. Proto mizZeme rozliSovat flavonoidy s jednim nebo s vice chelata¢nimi
misty. Jestlize ale dochazi u flavonoidu k tvorbé pyrogallolt, snizuje to pocet vazebnych mist
pouze na jedno. Stabilita komplexi je dana iontovou silou a polaritou kovt, flavonoidy
vystupuji jako donory elektront a zapliuji tak volné orbitaly pfechodovych kovi. Vytvaii se
tak koordina¢ni vazby mezi kovem a ligandem a vznikajici stabilni komplex. Fenolové skupiny
flavonoidi odstépuji proton, ktery nahrazuji ionty kovd, tim se snizuje pKa fenoli a 1épe
probiha chelatace, protoze je UCinngjsi pii nizSich hodnotach pKa. Vazba iontu kovu na
polyfenol je zprostiedkovana oxofilni pfitazlivosti kovu a atomy deprotonovaného kysliku a
zajiStuje tak vytvoreni stabilniho péticetného nebo Sesti¢etného kruhu. Flavonoidy maji také
tendence darovat elektrony radikaltiim, které maji vyssi redukéni potencidl a pisobi tak
antioxida¢né€, coz maximalizuje pfitomnost katecholové skupiny, dvojné vazby v poloze 2,3,
oxoskupiny v poloze 4 nebo 3,5-hydroxy skupiny. Tyto substituenty zajiStuji stabilni
delokalizaci elektront. [26]

2.3 Flavonoidy

Flavonoidy patii do skupiny fenolickych sloucenin, které maji ve své struktufe
fenylbenzopyranové jadro s uhlikatym skeletem pfipojeném na chromanovém jadie, vlastnici
alespon jednu hydroxylovou skupinu. DéEli se do né€kolika skupin: antokyany, flavanoly,

flavanony, flavonoly, flavonony, isoflavony a chalkony. (obr. 2) [27]

Rs 0 Flavanon
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5!

Isoflavon
Obrazek 2 — Chemické struktury n€kterych zakladnich skupin vytvofené v programu
ChemDraw
O jejich pouzivani se traduje jiz od starovékého Recka, kde je Hippokratés vyuzival pro
jejich antimikrobidlni vlastnosti k 1€cbé viedu a periodontalnich abscect. [28] K jejich izolaci

z citrust doslo az ve 20. stoleti, kdy byly nazvany jako vitamin P.

2.3.1 Vyskyt v ptirodé

Flavonoidy se ve velkém mnoZstvi nachézeji v ovoci, zelening€, ¢erveném ving€, cerném
¢aji nebo v sgje. V rostlinach jsou nositelem barvy, viin€ nebo chuti a svymi biologickymi
vlastnostmi podporuji lidské zdravi a pomahaji snizovat riziko onemocnéni. [29] Jsou to
sekundarni metabolity rostlin, které vznikaji hlavné fenylpropanovou cestou z aminokyseliny
fenylalaninu. Vyskytuji se jako aglykony, ale castéji ve formé glykosidl s glukosou,
galaktosou, arabinosou nebo rhamnosou. V rostlinach ovliviuji fyziologické procesy
souvisejici sristem a vyvojem, vcetné¢ bunéfného deleni, kliceni semen a tvorby
fotosyntetickych pigmenti. Hromadéni fenolickych latek v téle rostlin je dano setkdnim
s abiotickymi stresory jako je sucho, teplo, chlad, toxické tézké kovy a ultrafialové zareni pro
ochranu rostliny pfed témito faktory. Tyto stresory ovliviiuji homeostazu a nadmérnou tvorbu
ROS a reaktivnich forem dusiku (RNS), které poSkozuji membrany a organely. Flavonoidy
svymi antioxida¢nimi vlastnostmi vychytavaji volné radikaly a chréani rostlinu pted oxidacnim
stresem. [30]
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2.3.2 Antioxidacni aktivita

Oxidacni stres nastava pii nerovnovaze mezi produkci ROS a antioxidantl, vede
k ovlivnéni DNA, proteinil, sacharidii a lipidi. Tyto volné radikaly ale nemuseji byt vzdy
Skodlivé, pokud jsou spravné ovladany, mohou se chovat jako intracelularni poslové. Nicméné
ve vetsing pripadl zplsobuji denaturaci bilkovin, mutaci DNA, rakovinné bujeni, osteoartrozu

nebo kardiovaskularni onemocnéni.

Flavonoidy vyuzivaji n€kolik moznosti reakce s volnymi radikaly. Patii sem zhaseni
volného radikdlu, kdy mechanismem ucinku je piimé odstranéni kyslikovych radikala
poskytnutim atomu vodiku nebo transfer elektronu. Dale chelatace kovii, potlaCovani enzymd,
kter¢é se  vazi na  radikdly, jako  jsou  xantinoxidasa,  lipoxygenasa,
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) oxidasa a dal$i anebo stimulace enzymu, které
pusobi antioxidaéné. Hydroxyskupiny (OH skupiny) v chemické struktuie flavonoidi jsou
hlavnimi donory atoml vodiku za vzniku relativné stabilniho fenoxylového radikalu, proto
pocet OH skupin ovliviiuje antioxidaéni aktivitu. [31]

2.3.3 Protizanétliva aktivita

-----

kinas, které jsou zahrnuty v n€kolika kaskadach, a fosfodiesteras jako je cAMP foafodiesterasa.
Zablokovanim degradace cAMP, jako sekundérniho posla, se zvysi jeho koncentrace vedouci
systému jako je nuklearni faktor kappa B (NF-kB), ktery se vaZze na RNA polymerasu a fidi
expresi genu dilezitych pro zanétlivou reakci. Flavonoidy ovliviiuji metabolismus kyseliny
arachidonové, inhibuji syntézu prostaglandinii, tromboxanu a leukotrieni, mohou sniZit

uvolnéni histaminu a prostaglandinl z mastocytl a zabraniuji funkci T lymfocytt. [32]

2.3.4 Kardioprotektivni u€inky

Flavonoidy ovliviiuji produkci oxidu dusnatého (NO), ktery je diilezity pro dilataci cév,
adhezi trombocytti a krevni srazlivost. Svymi antioxida¢nimi vlastnostmi snizuji tvorbu
volnych radikald a pusobi vazoprotektivné. Nékteré studie dokonce potvrzuji, Ze pfimefena
konzumace cerveného vina by mohla sniZit riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni — chrénit

pied ateroskler6zou a ischemickou chorobou srdec¢ni, snizovat krevni tlak. [33]

Flavonoidy, hlavné v hroznovém ving, snizuji oxidaci LDL cholesterolu a tim brani jeho
usazovani v cévach. Pfesny mechanismus neni znam, ale nejspiSe se jedna o inhibici tvorby

volnych radikali nebo ochranu oxidace alfa—tokoferolu, ¢imz oddaluji zacatek peroxidace
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lipidt. Diky volnym radikaliim jsou nenasycené mastné kyseliny v bunéénych membranach

oxidovany, probiha peroxidace lipidl a v kone¢ném disledku rakovinné bujeni. [33]

2.3.5 Ovlivnéni inzulinové rezistence
Metabolicky syndrom miize vzniknout pii incidenci rizikovych faktori jako je obezita,

inzulinova rezistence, dyslipidémie nebo hypertenze. Flavonoidy ze zeleného caje, jako je
epigallokatechin gallat, snizuji inzulinovou rezistenci svymi antioxida¢nimi vlastnostmi.
Stimuluji uptake glukosy v adipocytech pomoci translokace GLUT 4 a inhibuji tumor
nekrotizujici faktor (TNF) alfa. Flavonoidy z hroznového vina snizuji hyperglykémii a
hyperinzulinémii a zvySuji mRNA expresi adiponektinu, proteinu, ktery potlacuje tvorbu
volnych radikalt. Flavonoidy mohou také chranit beta buiiky pted apoptdzou, jako antioxidanty
pusobi proti volnym radikalim a peroxidaci lipidi a mohou tak ovliviiovat sekreci inzulinu.

[34]

2.3.6 Flavonoidy a neurodegenerativni onemocnéni
Flavonoidy maji neuroprotektivni ucinky, jako antioxidanty zabraiuji oxida¢nimu

stresu neurond, ale hlavné inhibuji NADPH oxidasu a nésledné vytvoteni ROS. Diky
snizenému uvolilovani cytokini a downregulaci protizanétlivych transkripcnich faktorti maji
schopnost potlacit prozanétlivou reakci neuronti. Mohou také modulovat signalni drahy bunék,
plsobi hlavn€ na proteinkinasy, jako jsou fosfatidylinositol-3-kinasa (PI3K), proteinkinasa

regulovand extracelularnim signadlem (ERK1/2) a proteinkinasa C (PKC). [35]

2.3.6.1 Parkinsonova choroba (PD)

PD je charakterizovana selektivni degeneraci dopaminergnich neurond v substantia
nigra, coz vede ke sniZeni dopaminu ve striatu, projevujici se jako bradykineze, svalovy ties,
rigidita svalového tonu a dalsi. Flavonoidy aktivaci PKC inhibuji expresi gent indukovanou 6-
hydroxydopaminem (6-OHDA), ktery je jednou zmolekul, ta zplsobuje degeneraci
dopaminergni drahy a hromadi se v cytosolu. Pouziva se jako jeden z modelii pro navozeni

parkinsonismu u laboratornich zvitat pro testovani novych 1€kt. [35,36]

Rizikovym faktorem pro rozvinuti PD je malnutrice — velmi Castd v pozdé&j$im véku
zivota, kvuli které dochazi ke zméné slozeni a kolonizaci mikrobi ve stfevech. Dle
preklinickych studiich na mysich bylo prokazano, ze bakterie ovliviiuji rozvoj tizkosti, pamét,
schopnost ucit se a motoriku. Spolu s malnutrici dochazi k rozvoji zanétu stfev, nasledné ke

gastrointestinalni dysfunkci a idiopatické zacpé. Pokles poctu bakterii znamena zvySeni

13



propustnosti sliznic stiev a mtize vést k tvorbé toxinti. P¥ijem flavonoida v potravé by tedy mohl

byt do budoucna kli¢em pro zlepseni kvality Zivota a snizeni rizikovych faktort PD. [37]

2.3.6.2 Alzheimerova choroba (AD)

Alzheimerova choroba se vyznacuje nadbytkem amyloidnich beta fibril (AB) a tau
proteinu v mozku, které vedou ke snizeni poctu neurond. Flavonoidy, konkrétné podskupina
anthokyany, se dokézou svoji chemickou strukturou zaclenit do ryhy amyloidniho beta fibrilu

a snizit tak neurodegeneraci. To bylo zjisténo v preklinickych studiich na mysich. [38]

Pokles acetylcholinu v synapsich souvisi srozvojem demence, proto se v IéCb¢
pouzivaji inhibitory acetylcholinesteras. Na zaklad¢ vysledkli ze studii byla u nékterych
flavonoidii zaznamendna tato aktivita. Podobné jako u PD se flavonoidy v potravé vyuzivaji
jako nutraceutika pro snizeni rozvoje demence a osidleni stfev mikrobioty. Byvaji nékdy
upravovany do podoby polymernich nanocastic, které lépe prochazi hematoencefalickou

bariérou a mohou se tak uzivat jako G¢inné latky v 1écbé AD. [39]

2.3.7 Protinadorova aktivita
Flavonoidy pfijimané potravou mohou ovliviiovat mnoho biochemickych drah

podilejicich se na karcinogenezi. Za normalnich podminek ptlisobi jako antioxidanty, ale u
rakovinnych bunék ptisobi i jako prooxidanty, zptisobuji apoptoézu, nekrézu, inhibuji proliferaci
signaliza¢nich cest nebo zplisobuji supresi prozanétlivych cytokinii. Rozeznavame dvé kaskady
apoptézy, kde pusobi flavonoidy: vnéjsi, kterd ovliviiuyje TNF a kaspdzu 8 a wvnitini
mitochondridlni cestu, aktivujici kaspazu, 9, 3, 7 pomoci proteinti Bcl-2. Obé vedou k inhibici
exprese onkogennich genli v nddorovych bunkéch a k jejich naprogramované smrti. (obr. 3)

[40]

Pti 1é€bé rakoviny se vyuziva metoda zvana radioterapie, kdy zafenim vznikaji ROS,
které poskozuji bunééné membrany a DNA. Tento signal se piendsi na proteiny (napt. p53),

které méni aktivitu jinych gent a dochazi tak k zastaveé bunééného cyklu. [41]
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Obrazek 3 - Buné¢né drahy ovlivnéné flavonoidy a radiace, kde 1ze vidét vnéjsi (extrinsic) a
vnitini (intrinsic) kaskadu.

2.3.8 Farmakokinetika flavonoidu
Flavonoidy, které ¢lovek piijima perordlné jsou v tenkém stfevé hydrolyzovany na

aglykony, které pomoci difuze vstupuji do bunck a jsou konjugovany enzymy druhé faze
metabolismu. Intracelularné konjugované metabolity jsou pienaseny do traviciho traktu.
Flavonoidy obsahujici katechol, hlavné kvercetin, jsou methylovany v tenkém stievé a jatrech.
Metabolity, které vznikly glukuronidaci byly nalezeny v lymf€ a dalsi v krvi, coZ naznacuje, Ze
flavonoidy z potravy se v téle transportuji pomoci lymfatického systému a zejména pomoci
portalni zily. Pfi porovnani perordlniho a intraven6zniho podani flavonoidii bylo prokézano
niz§i mnoZstvi pii perordlnim podani. A proto metabolity druhé faze metabolismu maji nizsi
pfedevS§im protinadorové ucinky. Tyto u€inky jsou velmi zavislé na koncentraci pfitomné
v krvi. 1 kdyz se flavonoidy nevstfebavaji v tenkém stfeveé, mohly by se dostat do tlustého
stteva, kde by je metabolizovaly enterobakterie na jejich aglykony. Dale bylo zjisténo, Ze
radioaktivné znaceny kvercetin podavany potkaniim byl nejvice pfitomen v gastrointestinalnim
traktu v porovnédni s okolnimi tkanémi, z ¢ehoz lze usuzovat, Zze flavonoidy se nekumuluji
v organech. Proto zvySeni akumulace v cilovém organu by mohlo pfispét k prevenci

karcinogeneze. [42]

Ptenos metabolickych cest flavonoidi do mikroorganismti jako je Escherichia coli nebo
Saccharomyces cerevisiae se dnes vyuziva v metabolickém inzenyrstvi. Konstruuji se tak
enzymatické kaskady in vivo, které nepotiebuji ptidavat meziprodukty a vytvareji se tak
flavonoidy pfimo v mikroorganismech. Bohuzel je velmi slozit¢ dosahnout dostate¢ného
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mnozstvi flavonoidi. Dale se vyuziva tzv. bezbunécnych systémt, které pomahaji vytvaiet
biosyntetické drahy in vitro, diky kterym mulze substrat difundovat pies bunéénou membranu a
kontrolovat reakéni podminky a napt. koncentraci substratu nebo kofaktoru. To se dnes ale moc

nevyuziva kvili velice ndkladné syntéze bilkovin in vitro. [43]

2.3.9 Jednotlivi zastupci flavonoida z experimentalniho méfeni
Baikalin a baikalein

OH o)

Ho

HO o
Obrazek 4 — Chemicka struktura Obrazek 5 — Chemicka struktura
baikalinu (5,6-dihydroxy-2-fenyl-4H- baikaleinu (5,6,7-trihydroxyflavon)

1-benzopyran-4-on-7-O-f-
glukuronova kyselina)

Baikalein je aglykonem baicalinu, oba jsou izolovany z rostlin rodu Scutellaria z ¢eledi
Lamiaceae, nejznamé&j$i znich je Scutellaria baicalensis. Tyto rostliny jsou péstovany
predeviim v Asii — Cing, Vietnamu, Japonsku a dalsich zemich. Nejvétsi koncentrace
flavonoidt byla nalezena v kofenu: baicalinu v mnozstvi 10 % a baicaleinu 5 %. Patii do
skupiny flavont, které vznikaji z flavanont zavedenim dvojné vazby mezi atomy C2 a C3 a
odbérem dvou atomu vodiku. Reakce je katalyzovana enzymem flavonsyntasa II, ktera je

soucasti cytochromu P450. [44, 45]

Rostliny se pouzivaly jiz v tradicni ¢inské medicing, pfedevSim na zanétliva
onemocnéni, infekce dychacich cest, krvaceni nebo hypertenzi. Pro zvySeni syntézy flavont se
pouziva bakterie Agrobacterium rhizogenes, diky které se tvoti chlupaté kotenové vlasky. Dnes
se ale spiSe klade diiraz na moderni technologie sekvenovéani gent, které mohou byt také

regulatory produkce flavonoidu. [46]
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Kempferol

OH 0

OH

HO o]

CH

Obrazek 6 — Chemicka struktura kempferolu (3, 5, 7-trihydroxy-2(4-hydroxyfenyl) chromen-
4-on)

Kempferol patii do skupiny flavonold, které jsou nejrozsitenéjsi a nejaktivnéjsi
z flavonoidii. Vyskytuji se ve velkém mnozstvi rostlin, ovoce a zeleniny, hlavné v ¢aji,
brokolici, jablkach, jahodach nebo fazolich a maji nejSirsi skalu ucinkii. Nejvice z nich je
diskutovany protinadorovy ucinek, kdy kempferol nevykazuje toxicitu na ostatni buiky jako
pii klasické chemoterapii. V uplynulych letech bylo z vysledkl studii zachyceno spojeni
nadmérného mnozstvi ptijatych flavonoli a rizika mozkové mrtvice, to vSak bylo poslednimi

studiemi vyvraceno a dokonce zji§téno, Ze toto riziko snizuji. [47]

Jako nejvyuzivanéjsi cesta pro izolaci kemferolu byla vyuzita enzymatickd hydrolyza
za vzniku glykosidi kempferolu z €ajovych semen, které byly extrahovany pomoci
organickych rozpoustédel. Byla to ale metoda velmi ¢asové narocné, pracovalo se s velkymi
objemy a nebezpecnymi rozpoustedly. Proto se dnes pouziva tzv. superkriticka fluidni extrakce,
kterd nevede ke ztrat€ nebo rozkladu cilovych sloucenin, pracuje s oxidem uhli¢itym jako

rozpoustédlem netoxickym, nehoflavym a snadno oddélitelnym od extraktu. [48]

Kvercetin

Obrazek 7 — Chemicka struktura kvercetinu (2-(3,4- dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-
4-on)
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Kvercetin fadime do podskupiny flavonolt, diky své lipofilni povaze aglykonu je dobie
absorbovan pies fosfolipidovou dvojvrstvu ve stfevnich bunkach pomoci difuze. Ve své
glykosidické form¢ obsahuje hydrofilni monosacharid, ktery je absorbovan do cytosolu
sttevnich bunék pomoci sodiko-glukosového kontransportéru (SGLT — 1). Poté je rozstépen
pomoci B glukosidas a probiha glukuronidace, sulfatace nebo methylace a transport do krve.
Bylo zjisténo, ze se vaze na plazmatické proteiny, proto se snizuje jeho biologicka dostupnost
v bunikach. Kvercetin se obecné nachdzi hlavné v organech, kde probiha metabolismus a
exkrece, cozZ jsou stfeva a jatra. Vylucovani probiha velmi pomalu, odhadovany polocas je az
28 hodin. Je pfitomen napf. v jablkdch, rajcatech, cibuli, ¢aji, ofechdch, ale také ve
farmaceuticky vyznamnych rostlinach jako je Ginkgo biloba, Sambucus canadensis nebo
Hypericum perforatum. Ve studené vodé je zcela nerozpustny, srdzi se do podoby Zlutych

krystalil. Je Spatn¢ rozpustny v teplé vode¢, ale v alkoholu a tucich se rozpousti dobte.

V nékolika studiich se zvitaty a poté s lidmi bylo zjisténo, ze peroralni podavani vétsich
davek kvercetinu v nékolika tydnech vede ke snizeni systolického a diastolického tlaku,
dokonce 1 u lidi s metabolickym syndromem. Jednalo se o zkouSky randomizované, dvojité
slepé a zkiiZené. Zjistilo se, Ze flavonoid zplsobi vyplaveni acetylcholinu a tim relaxaci cév a
také reguluje celkovy objem krve v zdvislosti na objemu télesnych tekutin a zmiriiuje kontrakci
vyvolanou noradrenalinem. K vazodilataci pfispiva mimo jiné také zvySena produkce NO.
Navic plisobi na renin angiotenzin aldosteronovy systém — pomoci snizeni exprese mRNA

angiotenzin konvertujiciho enzymu blokuje jeho aktivitu. [49, 50]

Katechin a epikatechin

OH

l OH

OH

Obrazek 8 — Chemicka struktura Obrazek 9 — Chemicka struktura
katechinu ((2R, 35)-2-(3,4- epikatechinu ((2R, 3S)-2-(3.4-
dihydroxyfenyl)-3,4-dihydro-2H- dihydroxyfenyl)-3,4-dihydro-2H-
chromen-3, 5, 7-triol) chromen-3,5,7-triol)
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Katechin byl pojmenovan podle Acacia catechu, protoze zni byl prvné izolovan.
Nejvice se nachazi v ¢aji, jablkach, hroznech nebo v bobulich. [51] Pfipojuje se na cilovou
strukturu pomoci farmakoforu — katecholova skupina na kruhu B a resorcinol na kruhu A. Bylo
prokdzano, ze tyto kruhy lze elektrochemicky oxidovat. Zac¢ina se v B kruhu, tedy tam, kde je
niz$i redoxni potencial, odkud se elektron pfenasi do kruhu A. Mechanismus oxidace se
porovnaval pfi riznych pH, kdy bylo zjisténo, ze pii vy$sim pH vznikaly produkty, které se

snadno oxiduji, tedy maji dobré antioxidacni vlastnosti. [52]

Katechin a epikatechin jsou dva stereoizomery, kdy epikatechin je v cis konfiguraci.
Nejvice se nachazi v kakaovych bobech a je jednou z bioaktivnich slozek, které piinasi benefity
pro vaskularni systém. Bylo zjisténo, ze s vysSi suplementaci epikatechinu se vytvaii vice
mitochondrii v tkanich, a to podporuje oxidativni fosforylaci v elektronovém transportnim

fetézci a moduluje mitochondridlni dychani. [53]

Naringin a naringenin

OH (o]
HO l o) O
OH
Obrazek 10 — Chemicka struktura naringinu Obrazek 11 — Chemicka struktura
((2S)-7-[(2S,3R.48,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6- naringeninu (3,7-dihydroxy-2-(4-
(hydroxymethyl)-3-[(2S,3R.4R,5R.,6S)-3,4,5- hydroxyfenyl)-2,3-dihydrochromen-4-

trihydroxy-6-methyloxan-2-ylJoxyoxan-2- on)
ylJoxy-5-hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)-2,3-
dihydrochromen-4-on)

Naringin patii do skupiny flavanont, jedné se o glykosid. Aglykonem je naringenin a
cukernou slozku ptfedstavuje disacharid neohesperidosa. V rostlinach Citrus aurantium, Citrus
medica, Drynaria fortunei a dalSich citrusovych plodech se nachazi jako hlavni slozka. Pro jeho
izolaci se vyuziva extrakce pomoci methanolu, separace a ¢iSténi. Naringin se vyuziva mimo
jiné pro reparaci kosti, zvySuje hustotu kostniho mineralu a pevnost kosti a inhibuje vylu¢ovani
vapniku mo¢i. U potkantll byl prokazan ti¢inek podobny statintim, tedy snizovani hladiny lipidd.

[54]
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Naringenin, tedy flavanon, obsahuji hlavné citrusové plody, rajc¢ata nebo také Ficus
carica. Vznikd z naringinu pomoci hydrolyzy a je dilezitym meziproduktem v biosyntéze
flavonoidi. Klinické testovani naringeninu je zatim pouze v zacatcich, protoze je molekula
relativné chemicky nestabilni a jeji izolace a CiSténi potfebuje vysoké naklady. Nicméné
z nékterych studii vyplyva, ze spolu s dalsimi flavonoidy zrychluje metabolismus a dokaze

pomoci termogenniho U€¢inku snizovat hmotnost hlavné u obéznich lidi. [55]

Morin

CH
Obrazek 12 — Chemicka struktura morinu (2-(2,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-
on)

Morin je flavonol vyskytujici se v né€kolika rostlindch, zejména v ¢eledi Moraceae —
Morus alba. Potencuje inhibi¢ni aktivitu xantinoxidasy, mé pleiotropni Ui¢inky na signaliza¢ni
drahy s kinasami, modifikuje strukturu enzymu a inhibuje degranulaci mastocytt, tim sniZzuje
vyplavovani IgE a cytokinil a potencidln€ by se mohl pouZivat u pacienti s alergickym zanétem
v dutin€ nosni. [56] Morin a kvercetin jsou si navzajem izomery, maji tedy podobnou
biologickou aktivitu, av§ak rozdily v B kruhu ovliviiuji jejich farmakokinetiku po peroralnim
podani. Zatimco metabolity kvercetinu jsou pfitomny pouze v centralni kompartmentu, morin

koexistuje se svymi metabolity. [57]

Chrysin
OH (0]
HO (0]

Obrazek 13 — Chemicka struktura chrysinu(5,7-dihydroxy-2-fenylchromen-4-on)

Flavon chrysin je nejvice obsazen v medu, propolisu nebo také v rostliné z Celedi
Passifloraceac—Passiflora caerulea. Ta roste hlavné v tropickych oblastech Jizni Ameriky,

vzacnéji poté v Asii nebo Australii. Pisobi hepatoprotektivnimi a antihyperlipidickymi ucinky,
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které jsou dokonce srovnatelné se simvastatinem, snizuje hladinu triglyceridii, mastnych
kyselin, cholesterolu a lipoproteinu C. Podobn¢ jako morin snizuje alergicky zanét dychacich
cest degranulaci zirnych bunck. Byl zjistén jeho u¢inek na GABA (gama-aminomdselna
kyselina) receptory a tim jeho anxiolyticky uc¢inek, kterym se vyznacuje napt. Passiflora
incarnata. Pokud se chrysin pfijima potravou ve vétSim mnozstvi, nez je doporucend denni
davka, coz predstavuje asi 500 pg, pusobi toxicky. Chrysin se oxiduje, tim se snizuje tvorba

DNA de novo a snizuje pocet bun¢k. [58]

Taxifolin

Obrazek 14 — Chemicka struktura taxifolinu((2R,3R)-2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-
trihydroxy-2,3-dihydrochromen-4-on)

Tento flavanon byl poprvé izolovan z Pseudotsuga taxifolia, poté z Larix sibirica, Larix
dahurica a Larix gmelinii. Patii do skupiny dulezitych suplementd, je soucasti nékterych
komer¢nich piipravki pro 1é¢bu hemoroidli nebo chronické Zilni nedostatec¢nosti. Jeho vzorec

je velmi podobny kvercetinu, ktery méa v kruhu C navic jednu dvojnou vazbu. [59]

Mimo hlavni u¢inky flavonoidii byla u taxifolinu pozorovana i antipsoriaticka aktivita.
Jedna se o onemocnéni kiiZe, pti kterém bylo zjisténo, Ze taxifolin dokéze inhibovat transkrip¢ni
faktory a pozastavit proliferaci bun€k anebo zmirfiovat jiz zapocatou psoriazu. Déle u néj byla
zjiSténa schopnost snizovat kyselinu mocovou v hepatocytech a sniZovat aktivitu xantinoxidasy

a zabranovat tak manifestaci dny. [60]
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Myricetin

Obrazek 15 — Chemicka struktura myricetinu (3,5,7-trihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyfenyl)
chromen-4-on)

Mpyricetin obsahuje nékolik OH skupin, nazyva se proto polyhydroxyflavonol a ma
velky potencial pro antioxida¢ni aktivitu. Nejvice se nachazi v ¢eledich Myricaceae, Ericaceae,
Vitaceae, Fagaceae a dalSich. V ovoci a zeleniné se vyskytuje jako glykosid. Poprvé byl
izolovan z kiiry Myrica rubra. Ovlivitluje metabolismus cukrti a tukd, dokaze snizovat riziko
obezity a vykazuje inzulinovou rezistenci. Pracuje hlavné ptes jaderny receptor aktivovany
peroxisomovym proliferatorem (PPARY) a vazebné proteiny. ZvySuje mineralni hustotu kosti,
inhibuje blokadu alkalické fosfatasy a osteokalcinu a chrani tak pied diabetickou osteopor6zou.
V nedavnych studiich byl navrzen jako potencialni sloucenina, kterd by mohla byt napomocna

v 1é¢bé onemocnéni Covid — 19, ale to vyzaduje dalsi zkoumani. [61]

Isorhamnetin

OH o}

OH

HO 0

OH

o]

TR

Obrazek 16 — Chemicka struktura isorhamnetinu (3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxy-3-
methoxyfenyl) chromen-4-on)

Isorhamnetin se nejvice nachazi v rostlindich Hippophae rhamnoides z Celedi
Elacagnaceae a Ginkgo biloba zceledi Ginkgoaceae, kde spolecné s kvercetinem a

kempferolem tvofi nejvyznamnéjsi zastupce flavont. Dale se vyskytuje v jablkach, hruskach

-----

schopnost inhibovat riist Mycobacterium tuberculosis. Je proto molekulou, ktera ma relevantni
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biologicky ucinek proti nékterym kmeniim mykobakterii a mozny antituberkul6zni tcinek,
ktery byl také zkoumén u jeho izomerl tamarixetinu a kvercetinu. Nicmén¢ isorhamnetin
vykazoval tento ucinek nejvyssi diky svému log P, protoze bunécnd sténa mykobakterii
obsahuje lipidy a je tak pro hydrofilni slouc¢eniny jako je kvercetin nepropustna. A dale diky
pritomnosti methoxy skupiny v poloze 3 v kruhu B, kterd zvySuje stabilitu a uCinnost.
Vzhledem k vysledkiim studie, by mohl byt isorhamnetin prezentovan jako dopln¢€k stravy pro

prevenci tuberkulozy. [62]

Rutin

SH

Obrazek 17 — Chemicka struktura rutinu (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-5,7-dihydroxy-3-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S5)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-
ylJoxymethyl]oxan-2-yl]Joxychromen-4-on)

Rutin je glykosidem kvercetinu, obsazen v nékolika druzich rostlin, kdy za zminku stoji
Fagopyrum esculentum z ¢eledi Polygonaceae jako hlavni zdroj, Ruta graveolens (Rutaceae),
Sophora japonica (Fabaceae) nebo Eucalyptus spp. (Myrtaceae). Mezi hlavni nevyhody rutinu
muzeme zatadit nizkou rozpustnost ve vodé, nizkou stabilitu, omezenou propustnost membran
a tim Spatnou biologickou dostupnost, prakticky se nevyuziva pro lokalni aplikaci. Proto byl
rutin pfipraven ve formé lyofilizovanych nanokrystald, coz zlepSilo rozpustnost nebo
enkapsulovan do substituentd cyklodextrinu. Dale se také vyuziva zaClenéni
hydroxyethylovych skupin. Pro extrakci rutinu z pfirodnich zdroji se vyuzivaji konvencni i
inovativni metody. Tzv. Soxhletova extrakce nese n€kolik nevyhod kvili vysokym teplotam,
které zpusobuji rozklad slouceniny a velké mnozstvi spotiebovanych organickych
rozpoustédel. Jako nejvhodnéjsi se jevi ethanol, methanol, aceton nebo diethylether. Mezi

nov¢j§i metody, ze stile se rozvijejici ,,zelené chemie®, se fadi technologie zalozené na
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infraCerveném zateni, mikrovinné energii, enzymové extrakci nebo ultrazvuku. Pouzivaji se
také jina rozpoustédla, jako jsou iontové kapaliny nebo eutekticka rozpoustédla. Tato technika
pfinasi vyhody v podobé Setrnosti k Zivotnimu prostiedi, nizkého objemu rozpoustédel nebo

rychlosti. [63]

Pro stanoveni obsahu flavonoidl v rostlinnych extraktech se vyuziva tzv. kolorimetricka
metoda. Je zalozena na schopnosti vytvaret komplexy flavonoidu s chloridem hlinitym. Déle se
vyuziva tenkovrstva chromatografie. Pomoci metod kapalinové chromatografie, plynové
chromatografie nebo kapilarni elektroforézy a dalSich Ize identifikovat a kvantifikovat ptislusné

flavonoidy. [63]

Oxerutiny neboli hydroxyethylrutosidy se ziskavaji hydroxylaci rutinu a slouzi k 1écbé
chronické zilni nedostatec¢nosti nebo hemoroidti. Tyto polysyntetické flavonoidy zvySuji tonus
zilni stény, tim zvysuji kapilarni rezistenci, zmensuji prusvit postizenych zil a nasledn¢ snizuji

c s w

tvorbu edému a plisobi protizanétlive. [63]

Pro své antioxidacni vlastnosti je vyuzivan v dermatologii k zamezeni vnitiniho starnuti,
které se projevuje vraskami, tenkou a suchou pokozkou, Sedivénim a vypadavanim vlasi, coz
je zplsobeno nahromadénim volnych radikalt a sniZzenou schopnosti opravovat poskozeni

DNA koznich bunék v pokrocilém véku. [64]

Trihydroxyethylrutin

Obrazek 18 — Chemicka struktura trihydroxyethylrutinu (2-[3,4-bis(2-hydroxyethoxy)fenyl]-5-
hydroxy-7-(2-hydroxyethoxy)-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-
3.,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-ylJoxymethyl]oxan-2-ylJoxychromen-4-on)
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Trihydroxyethylrutin neboli troxerutin ¢i vitamin P4 je derivatem rutinu, ktery najdeme
v kavé, Caji, obilovinach, zelenin€ a ovoci. Byl izolovan ze Styphnolobium japonicum, syn.
Sophora japonica (Fabaceae). Patii do skupiny flavonoid-3-o-glykosidu, tedy v pozici C3 je
substituovan cukernou slozkou. Protoze obsahuje hydroxyethyl skupiny je vice rozpustny ve
vodé€ nez rutin, vyznamng¢ je absorbovan gastrointestinalnim traktem a ma tak lepsi biologickou
dostupnost. Vyuziva se pii 1€cbé hemoroidi pro ochranu endotelidlnich bun¢k. Byl u néj
prokéazan renoprotektivni uc€inek, ktery zlepsil glomerularni filtraci, snizil hladinu albuminu a
kreatinu v moc¢i. Také snizuje fyzickou unavu, byl poddvan samcim potkand, ktefi byli
podrobeni vycerpavajicimu plaveckému testu a poté u nich byly zmétfeny biochemické
parametry: zvySila se hladina glukosy a SOD a snizila aktivita kreatinkinasy a LDH
(laktatdehydrogenasa). Acylované derivaty jako monoester nebo diester troxerutinu prokazaly

vy$si lipofilitu a tim biologickou dostupnost a antioxidacni aktivitu. [65]

Diosmin

I OH

\

Obrazek 19 — Chemicka struktura diosminu (5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyfenyl)-7-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S5)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-
ylJoxymethyl]oxan-2-ylJoxychromen-4-on)

Diosmin je flavonoidni glykosid, ktery lze ziskat z hesperidinu. V praxi je obsaZen
v mikronizované c¢isténé flavonoidni frakci (MPFF), které je mechanicky snizen primér
pevnych castic, coz zlepSuje vstiebavani ve stieve, a kterd je slozena z 90 % diosminu a 10 %
hesperidinu. MPFF se vyuziva k 1é¢bé kiecovych Zil a chronické Zilni nedostate¢nosti, ktera se
projevuje otoky, bolesti, svédénim nebo pocitem tézkych nohou. Pacientim zlepSuje tyto

symptomy a také zvySuje jejich kvalitu Zivota. Bylo prokézéano, ze flavonoidy moduluji
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noradrenergni drahu a tim zvySuji tonus Zilni stény. Srovnatelné klinické ucinky ma uzivani
1000 mg MPFF jednou denné a uzivani nemikronizovaného diosminu v davce 600 mg jednou

denng. [66]

Vyssi ionizaéni konstanta diosminu vyjadiuje jeho snizenou schopnost prostupu
bunécnou membranou a rozpustnost ve vodé. To je feSeno vyuzitim diosminovych nanocastic.
Po podani je pomoci enzymt hydrolyzovan na aglykonovou formu diosmetin, ktery se dobie
absorbuje do systémové cirkulace, ale jeho mnozstvi neni nijak vyrazné. Proto se vyuziva i

aktivniho transportu. Mezi hlavni metabolity v lidské plazmé patii glukuronidované derivaty.

Diosmin byl izolovan z listi Premna integrifolia (Verbenaceae), ktera sniZuje toxicitu
aflatoxinu. Zmiriiuje oxidacni stres a chrani jatra. Také se nachéazi v Citrus sp. (Rutaceae). [67]
Hesperidin

S
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Obrazek 20 — Chemicka struktura hesperidinu ((2S)-5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-
methoxyfenyl)-7-[(2S,3R,48S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-yl]Joxymethyl]oxan-2-yl]oxy-2,3-dihydrochromen-4-on)
Hesperidin se hojn¢ vyskytuje v citrusovych plodech: v citronu, pomeranci, limetce
nebo grapefruitu, ddle v Mentha x piperita (Lamiaceae) a v Porphyra dentata (Bangiaceae).
Jeho nejvyssi obsah je v kiife citronu, ale extrakci methanolem se z citronovych semen dostane
vice hesperidinu nez ze slupky. Nezralé citrusy mohou obsahovat vice hesperidinu nez ty zralé.
Oznacuje se také jako hesperetin 7-0-glykosid, ve vodé se téméf nerozpousti, ale v organickych

rozpoustédlech propylenglykolu nebo v polyethylenglykolu ano. Podava se jak lokalnég, tak
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systétmoveé, spoletné¢ s diosminem tvoii MPFF. Piinasi dobré vysledky v 1écbé
kardiovaskularnich chorob, diabetu mellitu, neurodegenerativnich onemocnéni a rakoviny.
Aplikace na ktzi urychluje obnovu bariéry, inhibuje tvorbu melaninu v melanocytech a béli tak

ktzi. Urychluje hojeni ran hlavné u diabetiki nebo pacient s Zilnim onemocnénim. [68]

Nedavné studie potvrdily spojitost mezi hesperidinem a onemocnénim Covid-19.
Hesperidin mé schopnost se vazat vodikovymi vazbami s nékolika aminokyselinami kli¢ovych
proteinil viru s nizkou vazebnou energii, tim vytvaii silnou a specifickou vazbu a inhibuje tak
virové proteasy. Ze vSech zkouSenych ptirodnich latek s antivirovym u¢inkem se hesperidin

jevil jako nejlepsi. [69]

Hesperetin

OH 0
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Obrazek 21 — Chemicka struktura hesperetinu ((2S)-5,7-dihydroxy-2-(3-hydroxy-4-
methoxyfenyl)-2,3-dihydrochromen-4-on)

Aglykon hesperidinu se nazyva hesperetin, nachazi se také nejvice v citrusech, napf.
v Citrus sinensis, Citrus aurantium (Rutaceae). Jeho biologické ucinky jsou velice podobné
hesperidinu. Za zminku stoji jeho snizeni vyskytu nadort v tlustém stfevé diky antioxidacni
aktivit¢ a ochrané stfev a jater u potkanti. Inhibuje bunétnou proliferaci a snizuje cévni
endotelidlni riistovy faktor (VEGF). V porovnani s hesperidinem ma dokonce lepsi vlastnosti
pro vyvolani apoptdzy, protoze ptitomnost cukerné slozky glukosy a rhamnosy toto sniZuje.

[70]

Hesperetin se dnes vyuziva jako dopln€k stravy pro zlepSeni prokrveni a jako
vazoprotektivum. Také u néj bylo prokazano, Ze zlepsuje priutok krve v oku a obnovuje funkce
sitnice. Proto se zkoumaji rizné systémy fizeného uvoliiovani pro transport latky do zadnich
segmentll oka a prodlouzeni kontaktu léciva. [71] Spole¢n€ s naringeninem se pouZziva
v tradi¢ni ¢inské medicin€ Zhi Zhu Wan jako Zzalude¢ni tonikum, k 1é€bé hemoroidu a prevenci

tromboembolie.
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Flavon

Obrazek 22 — Chemicka struktura flavonu (2-fenylchromen-4-on)

Flavony jsou jednou ze zékladnich skupin flavonoidi, které charakterizuje pfitomnost
dvojné vazby mezi C2 a C3 a oxo skupiny ve ¢tvrté poloze. Tvofi primarni pigmenty v bilych
a svétle zbarvenych kvétech, mohou absorbovat UVB zafeni a chrénit rostliny pied hmyzem a
houbami. Nejvice flavonil obsahuji kvéty Matricaria chamomilla (Asteraceae) a Petroselinum
crispum (Apiaceae) v podobé derivati apigeninu, dale jsou v olivovém oleji, medu,
lusténinach, obilovinach, ovoci nebo zelening. Nejvice jsou pfijimany jako flavon-o-glykosidy,
které se mimo jiné hojn¢ vyskytuji v ¢eledi Lamiaceae a v citrusovych §tavach. Po absorpci se
hydrolyzuji na aglykony a jsou metabolizovany glukuronidaci ¢i sulfataci a poté se dostavaji
do systémové cirkulace. C-glykosidy jsou spiSe aktivni ve stfevnim lumenu nez v centralnim
kompartmentu kvili snizené dostupnosti. Po konzumaci vafené petrzele 1écebnou skupinou
pacientll byla pozorovana zvySena aktivita antioxida¢nich enzymu v krvi. Jiné studie pfinesly

sniZeni celkového cholesterolu, protizanétlivou aktivitu nebo zvySeni zilniho tonu. [72]

3-hydroxyflavon

0

OH

Obrazek 23 — Chemicka struktura 3-hydroxyflavonu (3-hydroxy-2-fenylchromen-4-on)

OH skupina na C3 v kruhu C poskytuje interakci pomoci vodikovych miustki. Bylo
prokdzano, ze jeho chemicka struktura stadou rezonancnich struktur je z flavonoida
nejstabilngjsi. Diky dvojné vazbé mezi C2 a C3 a OH skupiné v poloze 3 maji nejlepsi
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antioxida¢ni uc¢inky. Dokaze vychytavat volné radikaly 1épe nez 5-hydroxyflavon nebo 7-
hydroxyflavon, muze také vytvofit tautomerickou formu a ve viditelné oblasti svétla vykazovat
dvé fluorescencni pasma, coz se vyuziva v I€katstvi jako sonda pro identifikaci fetézce DNA.

[73]

5-hydroxyflavon

CH 0

Obrazek 24 — Chemicka struktura 5-hydroxyflavonu (5-hydroxy-2-fenylchromen-4-on)

OH skupina na CS5 je docela béznou souc¢asti chemickych struktur flavonoidi. Nazyva
se chromofor, tedy je zodpovédna za barvu. Mizeme zde najit intramolekularni Sesti¢lennou
kruhovou vodikovou vazbu, kdy vodik na pozici C5 je siln€ vazan a velmi odolny vii¢i acetylaci

¢i methylaci. Tato vodikova vazba je siln€j$i neZ péticlennd vazba v 3-hydroxyflavonu. [74]

7-hydroxyflavon

Obrazek 25 — Chemicka struktura 7-hydroxyflavonu (7-hydroxy-2-fenylchromen-4-on)
VétSina aktivnich flavonti mé rovnéz v pozici C7 OH skupinu, kterd ma nejvyssi aciditu,

tedy zodpovida za acidobazické vlastnosti flavonoidl. Kyselost je zvySena v excitovanych

stavech, a tedy poskytuje schopnost fluorescence v neutralnim a kyselém mediu. Diky pfenosu

protont v molekule se vytvaii tautomer. [75]

29



7.8-dihydroxyflavon

HO o)

OH

Obrazek 26 — Chemicka struktura 7,8-dihydroxyflavonu (7,8-dihydroxy-2-fenylchromen-4-on)

7,8-dihydroxyflavon se nachdzi v Godmania aesculifolia (Bignoniaceae), Tridax
procumbens (Asteraceae) a Primula sp. (Primulaceae). Bylo prokézéano, Ze se jedna o agonistu
receptoru tyrosinkinasy, konkrétn€¢ tropomyosin receptor kinasa B. Pro stimulaci tohoto
receptoru je velmi dulezitd OH skupina v poloze C8. Diky schopnosti dostat se pies
hematoencefalickou bariéru by se flavonoid mohl vyuzivat k 1é€bé parkinsonismu, ktery
nastava pfi deficitu signalizace na tyrosinkinasovych receptorech. Dalsi studie potvrdila slibné
terapeutické vyuziti podavani 7,8-dihydroxyflavonu v 1é€bé Downova syndromu, kde obnovuje
vyvoj hipokampu a kognitivnich funkci. Také zmiriiuje poruchy socidlni komunikace a mohl
by se vyuzivat pii 1écb€ autismu. Dale by mohl byt alternativni ndhradou antidepresiv u
pacientl rezistentni na zakladni 1écbu a zlepSovat stavy spojené se stresem. Pti chronickém
podavani byly ale objeveny nezadouci G¢inky spojené se zachvaty, které ptipominaly epilepsii,

tudiz jsou potiebné dalsi studie in vivo. [76]

2.4 Lyza Cervenych krvinek

Lyzou cervenych krvinek se rozumi nekréza bunck, pii které dochéazi ke zvétSeni
intracelularniho obsahu a nasledné ruptufe plazmatické membrany a vyliti obsahu do
extracelularniho prostfedi. LDH je cytoplazmaticky enzym, ktery se takto dostava do média
bunécénych kultur a je pfitomen témét ve vSech buiikach. LDH katalyzuje oxidaci laktatu na
pyruvat a produkuje NADH (rovnice 5). Vznikly pfiristek NADH + H" se poté stanovuje

spektrofotometrickym métenim. [77]

laktat + NAD" — pyruvat + NADH + H" rovnice 5
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3 Cil prace
Cilem této prace bylo najit vhodné piirodni latky, které by byly schopné in vitro
chelatovat kobalt. Pro spektrofotometrické méfeni byly vybrany flavonoidy, u kterych byla jiz

v minulosti zjiSténa schopnost chelatovat jiné kovy jako Zelezo nebo méd’.

Dale bylo u latek se schopnosti chelatovat kobalt ovéieno, zda se chelatace projevi i na

lyze erytrocytll v ptitomnosti kobaltu. Pro tento experiment in vivo byla pouzita potkani krev.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Material

4.1.1 Chemikalie
e chlorid kobaltnaty (CoCl»)

e spektrofotometricky indikéator
o disodna sul kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové (Na2NFDSA)
e testované latky: (obr. 4-26)

Flavony:

o baikalin

o baikalein

o chrysin

o diosmin

o flavon

o 5-hydroxyflavon

o 7-hydroxyflavon

o 7,8-dihydroxyflavon
Flavonoly:

o kempferol

o kvercetin

O morin

o myricetin

o 3-hydroxyflavon

o isorhamnetin

o rutin

o trihydroxyethylrutin
Flavanony:

O naringin

o naringenin

o taxifolin

o hesperidin

o hesperetin
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Flavanoly:

o

(@]

katechin

epikatechin

rozpoustédla:

©)

©)

dimethylsulfoxid (DMSO) — Lach-Ner (CR)
supercista voda pfipravena pomoci piistroje Milli-Q RG (Merck Millipore,

Massachusetts, USA)

dalsi latky:

(@]

pro ptipravu pufri:

kyselina octova, octan sodny, kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethansulfonova (HEPES) a sodna sl HEPES (NaHEPES)

fyziologicky roztok, originélni registrovany preparat od B. Braun (Némecko)
glukosa

heparin 5000 IU/ml, origindlni registrovany preparat od Zentivy (CR)

Triton X

disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na2EDTA)

dithiothreitol

nikotinamidadenindinukleotid (NAD")

tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

potkani krev samct kmene Wistar: Han, VELAZ, s.r.0., CR, ziskana jako vedlejsi
produkt z experimentil, kdy se vyuziva potkani aorta na testovani vasodilatacnich

ucink

Latky, kde neni uveden vyrobce, byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (Némecko).

4.1.2 Ptistroje a pomuicky

spektrofotometr Helios gama (Spectronic Unicam, Spojené Kralovstvi)

spektrofotometr pro mikrotitrani desticku Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader

(BioTec Instruments, Inc., Vermont, USA)

analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

vortex mixér IKA® Vortex Genius 3 (IKA®- Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko)
ttepacka pro mikrotitraéni desticky IKA® MS 3 digital (IKA®-Werke GmgH & Co. KG,

Staufen, Némecko)

automatické jednokanalové pipety (Brand, Némecko): 10-100 ul, 20-200 ul, 100-1000 pl

vicekanalova pipeta (Biohit, Némecko): 30-300 pl
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e semi-mikro polystyrenové UV kyvety (BrandTech Scientific Inc, Spojené Kralovstvi)
e mikrotitracni desticky — 96 jamek (Brand, Némecko)

e mikrozkumavky — 1,5 ml; 2,0 ml (Eppendorf, Némecko)

e Spicky k pipetam o objemu 200 pl, 1000 pl a 5 ml (Eppendorf, Némecko)

e zkumavky centrifugacni — 15 ml, 50 ml (Brand, Némecko)

e centrifuga VWR Compact Star CS4 (VWR International Ltd, Spojené Kralovstvi)

e centrifuga MIKRO 22R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Némecko)

e BioRad TC 20 cell counter (Bio-Rad Laboratories, Inc., Ceska republika)

e spektrometr TECAN Infinite M200PRO (Tecan Group, Ménnedorf, Svycarsko)

¢ inkubator Hood TH 15 (Edmund Biihler GmbH, Némecko)

4.2 Metodicky postup

4.2.1 Metodicky postup pro spektrofotometrické stanoveni chelator
kobaltu

4.2.1.1 Pred experimentem
Ptiprava jednotlivych pufri:
e Acetatoveé pufry o pH 4,5 a 5,5 obsahovaly 15 mM octanu sodného a 27,3 mM kyseliny
octové pro pH 4,5, respektive 2,7 mM kyseliny octové pro pH 5,5.
e HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5 obsahovaly 15 mM NaHEPES a 71,7 mM HEPES pro pH
6,8, respektive 14,3 mM HEPES pro pH 7,5.

Ptiprava zasobnich roztoku:

e Piiprava 5 mM roztoku CoClh (Myw 129,84 g/mol) rozpuSténim navazky CoCl,
v supercisté vodé.

e Piiprava 5 mM roztoku indikdtoru NaNFDSA (My 377,249 g/mol) rozpusSténim
NaoNFDSA v supercisté vode.

Ptiprava pracovnich roztoku:

e Piiprava 300 uM roztoku CoCl; za vyuziti zasobniho roztoku CoCl, ktery byl nafedén

supercistou vodou.
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Ptiprava 1,8 mM roztoku NaoNFDSA za vyuziti zasobniho roztoku Na;NFDSA, ktery
byl natfedén supercistou vodou.
Ptiprava jednotlivych roztokl flavonoidl v riznych koncentracich, vSechny navazky

byly fedény pomoci rozpoustédla DMSO.

4.2.1.2 Provedeni experimentu
Do jamek mikrotitracni desti¢ky bylo postupné napipetovano:

150 pl pufru (pH 4,5; 5,5; 6,8; 7,5) do vSech jamek, cely experiment byl proveden pii
jednom pH a poté se opakoval se v§emi nasledujicimi pufry.

50 pl roztoku flavonoidu pii riznych koncentraci, kazdy sloupec mikrotitra¢ni desticky
obsahoval jinou koncentraci piislusné latky.

Do poslednich dvou sloupcti tzv. kontrolnich jamek bylo napipetovano misto roztoku
flavonoidu 50 ul DMSO.

50 pl 300 uM roztoku CoCl, do vSech jamek kromé posledniho sloupce, tam bylo
napipetovano 50 pl supercisté vody.

Desticka byla poté vlozZena do tfepacky, kde se po dobu 2 minut nechala tfepat pro
promichani v§ech komponentii a mozného vytvotreni komplexu kobaltu s flavonoidem.
Poté se do poslednich dvou fadku tzv. slepych vzorki pipetovalo 50 ul supercisté vody
a do dvou vrchnich fadka tésné pred mérenim 50 pl 1,8 mM roztok NaaNFDSA.
Nasledné byla pomoci spektrofotometru v jednotlivych jamkam desticky naméiena
absorbance pfi vinovych délkach 490 nm a 540 nm v ¢ase 0 a 5 minut a pii pH 4,5 i
v ¢ase 10 minut.

Pomoci excelové tabulky bylo vypocteno, na kolik procent se chelatace odehrala a byl

vytvoten graf zavislosti % chelatovanych iontii Co?" na poméru testované latky: Co*".

Pfi méfeni ale dochazelo v jednotlivych jamkéch k tvorbé srazenin, proto bylo namisto 150 pl

pufru pipetovano 100 pl pufru a 50 ul DMSO pro lepsi rozpustnost.

Ci C Cs Cs 0" 0
Na,NFDSA ><
Na;NFDSA
Slepé vzorky
Slepé vzorky
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V zelenych jamkéch je napipetovano 100 ul pufru + 50 ul DMSO, 50 ul roztoku

testované latky o ptislusné koncentraci Ci, Cz, C3 a C4, 50 pl roztoku CoCl; a v prvnich dvou

fadach 50 pl roztoku Na;NFDSA (%) a ve spodnich dvou fadach 50 pl supercisté vody (*).

Ve sloupci pozitivni kontroly (0%) je napipetovano 100 pl pufru + 50 ul DMSO, 50 u

DMSO, 50 pl roztoku CoClz, 50 pl NaaNFDSA (%) a 50 pl supercisté vody (*).

V jamkach negativni kontroly (0°) je napipetovano 100 ul pufru + 50 ul DMSO, 50 pl

DMSO, 50 pl supercisté vody, 50 ul Na;NFDSA (%) a 50 pl supercisté vody.

4.2.2 Metodicky postup lyzy Cervenych krvinek

4.2.2.1 Pted experimentem

Ptiprava 5 mM zasobniho roztoku CoCl, (Myw 129,84), pro rozpusténi navazky se pouzil
fyziologicky roztok, ktery se zahtal ptiblizné na 37°C.

Piiprava 1 mM roztoku glukosy za rozpusténi ve fyziologickém roztoku, pfiprava
fyziologického roztoku, oba se zahtaly ptiblizné na 37°C.

Ptiprava lyza¢niho pufru:

o Nejprve byl pfipraven fosfatovy pufru o pH 7,8 z dihydrogenfosfore¢nanu
draselného KH>PO4 (2,72g/100ml) a hydrogenfosforecnanu draselného KoHPO4
(3,48g/100ml).

o K pufru byl pfidan 10% Triton X; 0,1 M EDTA; 1 M dithiothreitol a supercista
voda.

Ptiprava reak¢niho pufru: 6mM NAD™ byl smichan s 0,1 M TRIS a 2 M laktatem.

Ptipravuje se v den méfeni aktivity LDH.

4.2.2.2 Provedeni experimentu

Potkani krev se ihned po odejmuti nechala centrifugovat pii 5400 otackach/min po dobu
10 min v centrifuze VWR CS4.

Oddélena krevni plazma se odstranila a ptidalo se dvojnadsobné mnoZzstvi fyziologického
roztoku a opét centrifugovalo 10 minut pti 5400 otackach/min.

Op¢t se odstranila plazma a byl opakovan predesly krok.

Naposledy se odstranil supernatant a ¢ervené krvinky se opatrné premistily do 50 ml

zkumavky.
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Do ni byl ptfidan heparin (5000 IU/ml) v mnozstvi 20 pl na 1 ml suspenze Cervenych
krvinek.

Do zkumavky bylo ptidano devitindsobné mnozstvi 1 mM roztoku glukosy a pomoci
reverzniho pipetovani byla suspenze pienesena do jednotlivych mikrozkumavek o
objemu 1,5 ml.

Do mikrozkumavek bylo ptidano 10 pl testovaného flavonoidu pii rtznych
koncentracich a do kontrolnich vzorkd, kterych bylo 5 (3 pozitivni a 2 negativni) 10 pl
DMSO. Mikrozkumavka s pfislusnou koncentraci testované latky byla piipravena
duplicitné: jedna byla oznacena + a druhé —.

Dale bylo ptfiddno 50 pl roztoku CoClz do vzorkli + a do pozitivnich kontrol a 50 pl
fyziologického roztoku do vzorkli — a do negativnich kontrol.

Po dobu 4 hodin se nechaly zkumavky inkubovat pfi 100 otackach/min a 37°C.

Jesté pred inkubaci se odebral vzorek krve, ktery se ziedil fyziologickym roztokem
2000krat a 20 000krat a pomoci piistroje BioRad TC byl urc¢en celkovy pocet
erytrocytu.

Po inkubaci se vzorky centrifugovaly pii 37°C, 10 min a 5400 otackach/min v centrifuze
MICRO 22R.

Z kazdé mikrozkumavky bylo odebrano 250 pl supernatantu do novych mikrozkumavek
nadepsanych ,,pfed lyzou®, které se zatim daly do lednice.

Z ptvodnich mikrozkumavek se musel precizn¢ odstranit vS§echen supernatant a ptidat
lyza¢ni pufr. To se poté promichalo na vortexu a nechalo asi 20 minut pfi pokojové
teploté.

Mikrozkumavky se daly do centrifugy MICRO 22R pii 10 000 otackach/min na 10
minut pti 37°C.

Znovu se odebralo 250 pl supernatantu do mikrozkumavek oznacenych ,,po lyze®.
Mikrozkumavky ,,pted lyzou* a ,,po lyze* se nechaly zamrazit na -80°C.

V den méfeni se mikrozkumavky vyndaly z mraziciho boxu a chvili nechaly k dosazeni
pokojové teploty.

Vzorky ,,pted lyzou* byly zfedény fyziologickym roztokem v poméru 1:1 a vzorky ,,po
1yze* v poméru 1:5.

Vzorky byly promichany pomoci vortexu a duplicitné pipetovany v objemu 50 pl do

mikrotitracni desticky.
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e Tésne pred tzv. kinetickym métenim bylo pfidano 300 ul reakéniho pufru vzdy do tfech
sloupcii a hned métena absorbance pti 340 nm, protoze pii této vinové délce absorbuje

vznikajici NADH. To bylo opakovano s dalSimi sloupci mikrotitracni desticky.

4.3 Matematickeé a statistické metodiky

4.3.1 Stanoveni chelatort kobaltu
Byly naméteny absorbance testovanych vzorka s indikatorem a slepych vzorki bez

indikatoru, které od sebe byly odecteny a tento rozdil byl vydé€len rozdilem absorbance
kontrolnich vzorkl (s kobaltem, ale bez testované latky) a jejich slepych vzorkt (s kobaltem
bez indikatoru, kde byly jest¢ odecteny rozdily mezi absorbanci negativnich vzork
s/bez ptitomnosti indikatoru). Z tohoto vypoctu bylo stanoveno mnozstvi nezchelatovaného

kobaltu. Vysledky byly ptedloZeny jako primér + smérodatna odchylka:

1 _
5= [— X (x —0)%.

Ze statistickych metod byl pouzit test ANOVA a Bonferroni post-hoc test, podle kterych
se absorbance porovnavala. Vysledné¢ grafy a 95% konfiden¢ni intervaly pro porovnani

chelatace vznikly pomoci programu Graph Pad Prism verze 9.0 pro Windows (GraphPad
Software, USA).

4.3.2 Lyza erytrocytl
Vysledkem experimentu bylo ziskani procentualniho vyjadieni lyzy erytrocyti ze

2x kpr,

spektrofotometricky méfené aktivity LDH dle vzorce: , kde BL je pted lyzou a AL

2x kpp+6x k4gy,

% lyzYyzorek

— ) porovnana mira lyzy vzorki s testovanymi
%lYzY siepy vzorek

po lyze. Poté byla podle vzorce 1 — (

latkami s pozitivnim anebo negativnim slepym vzorkem (tzn. s kobaltnatymi ionty nebo misto
nich s fyziologickym roztokem). A tim bylo zji§téno, zda testovand latka ovliviiuje lyzu

erytrocytl. Vysledky byly pfedlozeny jako primér =+ smérodatnd odchylka s =

1 _
— 2i=(x — %)%

Statistickd vyznamnost byla stanovena studentovym T-testem a testem ANOVA,
slouZzici pro porovnani lyzy vzorku se slepymi vzorky. Vysledné grafy byly vytvofeny pomoci
programu GraphPad verze 9.0 pro Windows (GraphPad Software, USA).
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5 Vysledky

5.1 Vysledky spektrofotometrického stanoveni chelatoru
kobaltu

U vSech 23 testovanych latek byla zkoumana chelata¢ni aktivita podle metodického
postupu z kapitoly 4.2.1. U jednotlivych latek byla zméfena absorbance pomoci
spektrofotometrického méteni in vitro pii vinovych délkach 490 nm a 540 nm pfi Ctyfech
patofyziologicky relevantnich podminkach pH (pH 4, 5; 5, 5; 6, 8; 7, 5) v ¢ase 0; 5 minut a pfi
pH 4,5 10 minut. Chelata¢ni aktivita se stanovovala pomoci méfeni volnych nezchelatovanych
kobaltnatych iontd, ke kterym se té€sn¢ pred métenim piidal indikator NaxNFDSA zZluté barvy.
Pokud potencialni chelator nedokézal vytvofit komplex s kobaltnatymi ionty, vyslednd barva
roztoku se zménila na oranZovou, tedy barvu komplexu Na;NFDSA s kobaltem. Z koncentrace
(mM) ptidaného potencialniho chelérotu byl uréen pomér chelatoru: Co*" a jeho logaritmus.
Z namétenych hodnot absorbance s indikatorem a bez n¢j byl stanoven rozdil absorbanci a
vypoctena procentudlni uspé$nost chelatace. Poté byl vytvotfen graf zavislosti % chelatovanych
iontli Co?" na poméru testované latky a Co?*. Flavonoidy baikalin (obr. 28a, b), baikalein (obr.
29a, b), kempferol (obr. 30a, b), kvercetin (obr. 31a, b), 3-hydroxyflavon (obr. 32a, b), 5-
hydroxyflavon (obr. 33a, b) a 7,8-dihydroxyflavon (obr. 34a, b) byly zméfeny ve vSech pH ve
vice koncentracich. Poté byl proveden tzv. screening flavonoidi, tedy prométeni zbylych latek
pouze pii pH 6,8 a 7,5 v koncentracich 3 mM; 1,5 mM; 0,3 mM s cilem zkusit chelata¢ni
aktivitu, kterd by byla pfipadné vice prozkouména pii dalSich koncentracich. Obr. 27a, b
uvadéji prehled vSech testovanych latek v poméru 5:1 pii pH 7,5 a 6,8 a pti vinovych délkach
490 nm a 540 nm.

Ze vSech zkouSenych latek vykazovaly chelata¢ni aktivitu pouze dvé: 3-hydroxyflavon
a baikalein. 3-hydroxyflavon byl reaktivni pti pH 6,8 a 7,5, pii niz§im pH chelatace neprobé&hla.
V poméru 1:1 dosahoval az 100 % chelatace pti pH 7,5 a asi 60 % chelatace pii pH 6,8.
Baikalein reagoval také pouze pii pH 6,8 a 7,5, kdy v poméru 10:1 dokéazal navazat asi 50 %
kobaltnatych iontt, je tedy slabSim chelatorem kobaltu nez 3-hydroxyflavon.

Na obr. 35 je uvedena stabilita komplexu baikaleinu s kobaltem, ktery byl méfen v Case
0 a 5 minut. V grafu je vidét pokles stability po 5 minutdch a pouze hodnoty, u nichz byla
chelatace nad 5 %. Pfi pH 7,5 a 6,8 je nejvétsi stabilita komplexu v poméru 1:1 v obou vinovych

délkach a s rostoucim pomérem klesa. Obr. 36 uvadi stabilitu 3-hydroxyflavonu opét po 5
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minutdch a pouze s hodnotami chelatace nad 5 %. Pti pH 7,5 je stabilita nejvyssi pfi poméru
1:1 a se zvySujicim pomérem klesa. U pH 6,8 je komplex stabilni az pfi vy$§im poméru a témer

se nemeéni.

5:1 pH 7.5 490 nm , 5min 5:1 pH 6.8 490 nm, 5 min
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Obrazek 27a — Piehled vsech testovanych flavonoidl a jejich u¢innost chelatace kobaltu pii
490 nm.
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Obrazek 27b — Prehled vSech testovanych flavonoidu a jejich Gi¢innost chelatace kobaltu pti
540 nm.
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Obrazek 28a — U¢innost chelatace kobaltu baikalinem pii 490 nm.
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Obrazek 28b — Uginnost chelatace kobaltu baikalinem pii 540 nm.
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Obréazek 29a — Uginnost chelatace kobaltu baikaleinem p¥i 490 nm.
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Obrazek 29b — Uginnost chelatace kobaltu baikaleinem p#i 540 nm.
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Obrazek 30a — Uginnost chelatace kobaltu kempferolem pii 490 nm.
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Obrazek 30b — Uginnost chelatace kobaltu kempferolem pfi 540 nm.
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Obréazek 31a — Uginnost chelatace kobaltu kvercetinem pii 490 nm.
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Obrazek 31b — Uginnost chelatace kobaltu kvercetinem pfi 540 nm.
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Obrazek 32a — Uéinnost chelatace kobaltu 3-hydroxyflavonem pii 490 nm.
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Obrazek 32b — Uginnost chelatace kobaltu 3-hydroxyflavonem pfi 540 nm.
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Obrazek 33a — Uginnost chelatace kobaltu 5-hydroxyflavonem pii 490 nm.
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Obrazek 33b — Uginnost chelatace kobaltu 5-hydroxyflavonem pii 540 nm.
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Obrazek 34a — Uéinnost chelatace kobaltu 7,8-dihydroxyflavonem pii 490 nm.
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Obrazek 34b — Uginnost chelatace kobaltu 7,8-dihydroxyflavonem pii 540 nm.
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baikalein stabilita
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Obrazek 35 — Stabilita baikaleinu a Co?*.
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Obrazek 36 — Stabilita 3-hydroxyflavonu a Co*".
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5.2 Vysledky lyzy Cervenych krvinek

Podle metodického postupu z kapitoly 4.2.2 byl proveden experiment 1yzy Cervenych
krvinek, kde byl zkouman vliv testovanych latek na zménu lyzy, bud’ samotnych nebo
v komplexu s kobaltem. Tento experiment byl proveden u 3-hydroxyflavonu a baikaleinu, tedy
u latek, ve kterych byla prokdzana chelatacni aktivita. Vysledky byly vypocteny jako %
lyzovanych erytrocytli a porovnany s pozitivni kontrolou, kde byly pouze kobaltnaté ionty bez

testované latky, ktera byla nahrazena rozpoustédlem.

3-hydroxyflavon (obr. 37) ovlivnil lyzu ¢ervenych krvinek okolo 10 %. Samotny 3-
hydroxyflavon ovlivnil Iyzu vyznamnéji, ktera dosahovala az 20 %, s ionty kobaltu ji ovlivnil
nejvice v pomé&ru 4:1. U méfeni s baikaleinem (obr. 38) byla zjiSténa lyza pod 10 %, samotny

baikalein v poméru 4:1 zptisobuje lyzu do 20 %, v pfipad€ s ionty kobaltu dosahuje az 90 %.

% ® 2+
c s Co
= 30+
E ] 2+
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ﬁ *kKk
> 20 E
Q
z 4 1 f
Q
0 10-!_‘?_:'
o> = o E
N "N
>
=
0 1 I 1 1
rozpoustédio 1:100 1:10 1:1 4:1

pomér 3-OH-flavon:Co?*

Obrazek 37 — Uginek 3-hydroxyflavonu na lyzu &ervenych krvinek za
pfitomnosti  kobaltnatych ionti nebo bez jejich pfitomnosti se
statickou vyznamnosti *p<0,05 a ***p<0.001 vs. slepy vzorek.
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Obrazek 38 — Utinek baikaleinu na 1yzu &ervenych krvinek za piitomnosti
kobaltnatych iontl nebo bez jejich pfitomnosti se statistickou vyznamnosti
*p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001 vs. slepy vzorek a vyznamnosti mezi vzorky
s flavonoidy s /bez kobaltu odpovidajici “p<0,01 a *p<0,001.

50



6 Diskuse

Schopnost flavonoidii chelatovat ptfechodné kovy je jednim z mechanismil jejich
antioxidacni aktivity. Cilem této prace bylo najit zastupce této skupiny, které by mély schopnost
chelatovat kobalt. Jiz z provedenych studii byly navrzeny dulezité struktury a polohy
substituenttl, které jsou v chemické struktute flavonoidt hlavni pro vytvoteni komplexu ligandu

a kovu. (obr. 39) [78]

c I b O
0 0

Obrazek 39 — Hlavni mista chelatace: a: 3¢, 4° dihydroxy skupina na kruhu B, b: 3-hydroxy-4-
keto na kruhu C, c: 5-hydroxy-4-keto uskupeni, d: 6,7-dihydroxy skupina na kruhu A.

Z experimentalni ¢asti je patrné, Ze chelatovaly pouze dva flavonoidy: 3-hydroxyflavon
a baikalein. 3-hydroxyflavon (obr.23) jako jediny ze skupiny flavonoll chelatoval kobalt diky
své 3-hydroxy-4-keto skupiné. Chelatace probihala v poméru 1:1 (3-hydroxyflavon: Co*") pfi
pH 6,8 a 7,5. Nejvétsi aktivitu ale dosahoval pii pH 7,5 v ¢ase 0 minut pfi 490 nm, kdy byla
chelatace 100 %. Z toho 1ze usoudit, Ze chelatace probéhla pti vysSim pH, kdy se z fenolické
méteni s Zelezem pii vSech pH v poméru 10:1. [79] Ze studii, které se zaméfovaly na chelatory
medi byla 3-hydroxy-4-keto skupina 3-hydroxyflavonu velmi u¢inna, a dokonce pii nizSich pH

vykazoval aktivitu podobnou s klinicky uzivanym cheldtorem médi trientinem. [80]

Baikalein (obr.5) ze skupiny flavonii ma potencidlné dvé mista pro chelataci: 5-

vvvvvv

vvvvvv

Baikalein se ukdzal jako velmi silnym chelatorem zeleza ve vSech pH v poméru 1:1, jeho
schopnost chelatovat Zelezo je nejvétsi z flavonoidii a srovnava se s deferoxaminem. [79]
Nicméné z vysledk je patrné, Ze se jedna o slaby chelator kobaltu, protoze zde vykazoval svoji

aktivitu pii poméru 10:1 pouze pti pH 6,8 a 7,5, kdy byla chelatace naméfena kolem 50 %. Pti
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meifeni s médi vykazoval podobnou chelata¢ni aktivitu jako trientin. [80] Z vySe uvedeného

vyplyva, zZe se nepodaftilo najit selektivni chelator pro kobaltnaté ionty.

Pii méteni 5-hydroxyflavonu doslo k tvorbé sraZenin, které byly hlavné vidét ve slepych
vzorcich. Tedy tam, kde bylo vice supercisté vody — z toho bylo patrné, ze pridavek DMSO by
mohl tvorbu srazenin zastavit. Proto byla navrzena zmeéna napipetovaného mnozstvi
jednotlivych pufri. Namisto 150 pl pufru bylo pouzito pouze 100 ul a k tomu bylo piidano 50
ul DMSO pro zlepSeni rozpustnosti srazenin, které se poté jiz netvotily. Pomoci pH metru bylo
zkontrolovano vysledné pH: u HEPES pufrt byl rozdil zanedbatelny, ale u octanovych pufri
bylo namétfeno pH vys$i, napt. u pufru s pH 4,5 spole¢n¢ s DMSO bylo pH 5.4.

Dale byly provedeny experimenty in vivo s 3-hydroxyflavonem a baikaleinem, které
m¢ély ukazat, zda se chelatace projevi na lyze erytrocytti, bud’ se samotnou testovanou latkou,
nebo v komplexu s kobaltnatymi ionty. Komplex baikaleinu a kobaltnatych iontti zptisoboval

az 90 % lyzu, coz naznacuje, Ze v biologickém prostredi plsobi toxicky.

Jeho prooxidacni aktivita nejspiSe souvisi s pfitomnosti trihydroxy skupiny na kruhu A,
protoze je imérna poctu OH skupin. K tvorbé radikali ptispiva také dvojnéd vazba v poloze 2 a
keto skupina v poloze 4. Prooxida¢ni aktivita zavisi na koncentraci pfisluSného kovu,
koncentraci flavonoidu a na biologickém materidlu. Pfi vychytavani ROS v téle z flavonoidi
vzniké fenolicky radikal, ktery je velice reaktivni, ale poté se z n¢j stava chinon, ktery mtize
byt stabilizovan konjugaci s neutrofilem. Baikalein ma navic schopnost autooxidace.

V mitochondriich miZe zpUsobit respira¢ni vzplanuti kyanidem a zvysit produkci ROS. [81]

Flavonoidy, které¢ maji oxidacni vlastnosti, mohou v komplexu s kovem reagovat podle

Fentonovy reakce a poSkozovat tak organismus. (rovnice 2)
[Co'-chelat] + H,O, — [Co'™-chelat] + -OH + OH- rovnice 2

U nékterych latek se jejich cytotoxicka aktivita vyuzila pro 1é€bu rakovinovych
onemocnéni. Bylo prokazano, ze baikalein v pfitomnosti méd'natych iontli vyvolava apoptozu
linii rakovinovych bunék, nikoli bun¢k somatickych. Jeho prooxidacni aktivita byla zkouména
v bunikach karcinomu lidského prsu, kdy jeho schopnost vytvofeni ROS v komplexu s médi
umoznil apoptézu bunék zavislych na mitochondriich. [82] Otézkou je, zda i komplex

baikaleinu s kobaltem ma takové ucinky.

U baikaleinu byl také objeven kardioprotektivni cinek, ktery je zprostiedkovan

vznikajicim peroxidem vodiku pifi autooxidaci v extracelularnim prostoru. Moznym
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mechanismem ucinku by mohla byt inhibice vapenatych iontt pfi ischemii myokardu, ale jsou
vyzadovany dalsi studie, které by to mohly potvrdit ¢i vyvratit. Baikalein mél dobré vysledky,
pokud byl podan jako prevence hypoxie. Avsak pokud byl ptedlozen pti samotné hypoxii, mél
nezadouci ucinky. Piesto stale plati, ze nadmérmné zvyseni ROS v organismu vede napt. ke
zvyseni LDH. Parodoxné se jeho kardioprotektivni ucinky projevily oxida¢nimi vlastnostmi

navzdory oc¢ekavané antioxidaci. [83]
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7 Zaver

Zavérem této prace lze fict, ze se podatilo najit latky ze skupiny flavonoidd, které by pii
spektrofotometrickém méfeni vykazovaly chelatacni ucinky viici kobaltu. Méfeni probihalo in
vitro za relevantnich pato/fyziologickych pH (4,5; 5,5; 6,8 a 7,5). Jedna se o 3-hydroxyflavon,
ktery vykazoval 100 % chelataci v poméru 1:1 pfi pH 7,5. Druhym flavonoidem byl baikalein,
ktery chelatoval asi 50 % kobaltu v poméru 10:1 pti pH 7,5.

U téchto latek bylo dale zkoumano, zda maji schopnost ovlivnit lyzu erytrocytl
v pfitomnosti kobaltu. Zajimavy vysledek pfinesl baikalein, ktery v komplexu s kobaltem
dosahoval az 90 % lyzy erytrocyti, a tedy misto antioxidacnich vlastnosti plisobil in vivo jako
prooxidant. Jeho schopnost vytvofit ROS byla vyuzita napft. jako kardioprotektivni uc¢inek a pti
navozeni apoptézy bunck karcinomu prsu. Z toho vyplyva, ze vysledky zin vitro méteni
provedené hlavné ve vodném prostiedi se nemusi shodovat s t€émi z biologického prostredi —
proto by se experimentl in vivo mélo uskutecnit vice. Do budoucna je cilem najit selektivni

chelator kobaltu, protoze chelata¢ni terapie by mohla byt nejlepsi cestou pfi intoxikaci tézkymi

kovy.
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8 Seznam zkratek
ROS — reaktivni formy kysliku

Co*" — kobaltité ionty

MoM — metal-on-metal

‘OH — hydroxylovy radikal

EPR - elektronova paramagnetickd rezonance
SOD - superoxiddismutasa

EDTA - ethylendiamintetraacetat

DMPS — 2,3-dimerkaptopropan-1-sulfonat
TPE — terapeuticka plazmaticka vyména
DMSA — dimerkaptojantarova kyselina

RNS — reaktivni formy dusiku

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
OH skupiny — hydroxyskupiny

NF-«B — nukleérni faktor kappa B

NO — oxid dusnaty

TNF — tumor nekrotizujici faktor

PI3K — fosfatidylinositol-3-kinasa

ERK1/2 — proteinkinasa regulovana extracelularnim signalem
PKC — proteinkinasa C

PD — Parkinsonova choroba

6-OHDA — 6-hydroxydopamin

AD — Alzheimerova choroba

SGLT - 1 — sodiko-glukosovy kotransportér
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GABA - kyselina gama-aminomaselna

PPARY — receptory aktivované peroxisomovym proliferatorem

LDH - laktatdehydrogenasa

MPFF — mikronizovana ¢isténa flavonoidni frakce

VEGF — cévni endotelialni rastovy faktor

CoCl; — chlorid kobaltnaty

Na:NFDSA — disodna siil kyseliny 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonové
DMSO — dimethylsulfoxid

HEPES — kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethansulfonova
NaHEPES - sodna sil kyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethansulfonové
Na;EDTA — disodna st kyseliny ethylendiamintetraoctové

NAD" — nikotinamidadenindinukleotid

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan
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