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ABSTRAKT

Vypracovala: Anezka Novakova
Misto vypracovani: Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Iva Bousova, Ph.D.

Nazev: Interakce prirodnich latek s molekulou HSA

Predkladana diplomova prace se zabyva interakci vybranych ptirodnich latek (apigenin,
naringenin, kaempferol) s molekulou lidského sérového albuminu. V uvodnich experimentech
jsem pomoci UV-VIS absorpéni spektroskopie sledovala stabilitu zadanych antioxidanti
za fyziologickych podminek v pribéhu ¢asu. Nasledné jsem pomoci stejné metody zjistovala,
jaky vliv mé& na stabilitu rozdilnd teplota uchovavani. Vlastni interakci vybranych
antioxidanti s molekulou albuminu jsem sledovala pomoci UV-VIS absorpéni spektroskopie
a fluorescencni spektroskopie. Fluorimetrickd titrace prokdzala, ze zminéné antioxidanty
zhaseji tryptofanovou fluorescenci v molekule lidského albuminu. Pomoci Stern-Volmerovy
analyzy jsem zjistila, Ze v rozsahu pocatecnich koncentraci antioxidantt (2,5 - 10 uM), byl
mechanismus zhaSeni fluorescence staticky. Vypocitané vazebné parametry antioxidantd
poskytly konkrétnéjsi informace o jejich interakci s albuminem a odhalily vztah mezi jejich
chemickou strukturou a afinitou k albuminu. Pfitomnost 3-OH skupiny spole¢né

s 2,3 nenasycenym kruhem C (struktura kaempferolu) pravdépodobné¢ vede v ramci

vybranych zastupct k nejvyssi afinité k albuminu.



ABSTRACT

Author: Anezka Novéakova
Publishing place: Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Supervisor: PharmDr. Iva BouSova, Ph.D.

Title: Interaction of Natural Compounds with the Molecule of HSA

This diploma thesis is concerned with the interaction of chosen natural compounds (apigenin,
naringenin, kaempferol) with the molecule of human serum albumin. In initial experiments,
| observed the stability of these antioxidants under physiological conditions in time by
UV-VIS absorption spectroscopy. Then | observed an influence of different storage
temperatures on the stability using the same method. The proper interaction of chosen
antioxidants with albumin was studied by UV-VIS absorption spectroscopy and fluorescence
spectroscopy. Fluorimetric titration proved that mentioned antioxidants quenched the
tryptophan fluorescence in the molecule of human serum albumin. Using the Stern-Volmer
analysis | found out that a mechanism of fluorescence quenching was static for all
antioxidants in the range of initial concentrations (2,5 - 10 uM) of antioxidants. Calculated
binding parameters of antioxidants provided more specific information about their interaction
with HSA and revealed the relationship between their chemical structure and affinity to HSA.
The presence of 3-OH group with 2,3 unsaturated C ring (kaempferol structure) probably
leads to the highest HSA affinity among chosen antioxidants.
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1. UVOoD

Tato diplomova prace se zabyva interakci vybranych pfirodnich latek (apigenin,
naringenin, kaempferol) s molekulou lidského sérového albuminu. Jmenovani zastupci patii
do skupiny flavonoidi, coz jsou polyfenolické latky, které se bézné vyskytuji v rostlinach
jako jejich sekundarni metabolity. Pro ¢lovéka jsou tyto latky uziteCné v souvislosti s jejich
antioxidacni aktivitou. Oxidacni stres hraje vyznamnou negativni roli v procesu starnuti
avede k rozvoji mnoha patologickych stavii (naptiklad kardiovaskularni choroby, diabetes
mellitus, nékteré typy rakoviny aj.). Z tohoto ditvodu se studium pfirodnich antioxidacnich
latek dostalo v poslednich letech do popiedi védeckych z4jm.

Zatimco antioxida¢nimu ucinku flavonoidd v modelu in vitro bylo vénovano
pomérné dost studii, ohledné¢ jejich plisobeni na zivy organismus zustava stidle mnoho
nezodpovézenych otazek. Potencidlni interakce vybranych flavonoidi s molekulou lidského
albuminu je velmi dulezitym farmakokinetickym parametrem, ktery by ovlivnil proces
distribuce a eliminace, ¢ili i délku trvani a intenzitu jejich G¢inku v organismu. Efektivni
vyuziti flavonoidd jako antioxidaénich latek samoziejmé mimo jiné vyzaduje také znalost
jejich stability. Na zaklad¢ stabilitnich studii 1ze urcit optimalni podminky uchovéavani danych
latek nebo produktl, které je obsahuji, a posoudit, zda-li vlivem fyziologickych podminek
v organismu nedojde k jejich degradaci a zeslabeni/ztraté zadouciho ucinku.

V experimentalni Casti své prace jsem se nejdiive ve€novala sledovani stability
antioxidanti za fyziologickych podminek v pribéhu casu. Nasledn€ jsem pozorovala, jaky
vliv na stabilitu ma teplota uchovavani. Pouzivala jsem UV-VIS absorpcni spektroskopii,
ktera je ramcové pouzitelnd zejména pro Uvodni stabilitni studie zpravidla s tim, Ze na ni
navazuje néktera z presnéjSich metod. Vlastni interakci vybranych antioxidantt s lidskym
albuminem jsem hodnotila v prvni fazi opét UV-VIS absorpcni spektroskopii a nasledné
albuminu.

Zazemi pro praktickou cast diplomové prace poskytla katedra biochemickych veéd
FaF UK, kde se jiz fadu let problematikou antioxidantli zabyva skupina profesora DrSaty

a doktorky Bousové.



2. SOUCASNY STAV POZNANI

2.1. Antioxida¢né pisobici slouc¢eniny

Podle jedné z definic jsou antioxidanty molekuly, které — jsou-li pfitomny v malych
koncentracich ve srovnani s latkami, jez by mély chranit — mohou zabraniovat nebo omezovat
oxidaéni destrukci téchto latek (Paulova a kol., 2004). Oxidace je jako presun elektront
Z jednoho atomu na druhy nezbytnou soucasti aerobniho zptsobu zivota. Pokud ale vzniknou
neparové elektrony - volné radikaly, mize tento stav zpiisobovat v organismu problémy.

Mezi reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) patii zejména superoxid (O2-),
peroxyl (ROO-), alkoxyl (RO-), hydroxyl (HO-) a oxid dusnaty (NO-) (Pietta, 2000). Jsou
tvofeny enzymovymi i neenzymovymi cestami, napiiklad pii oxidoredukcnich reakcich
v mitochondriich, v cytochromu P450, u¢inkem vysokoenergetického zafeni, cinnosti
xanthinoxidasy atd. (Spilkova a Dusek, 1996). Tyto radikaly negativné pasobi na biologicky
vyznamné slouceniny, pfedev§im na lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny, pozméiuji jejich
strukturu a tim modifikuji jejich funkci (Paulova a kol., 2004). Oxida¢ni poskozeni
pravdépodobné hraje zasadni roli pii procesu starnuti a vzniku mnoha degenerativnich
chorob, jako je naptiklad infarkt myokardu, kognitivni dysfunkce a rakovina (Pietta, 2000).
Holec¢ek (2006) navic uvadi volné radikaly do souvislosti se stomatologickymi nemocemi,
chorobami gastrointestinalniho traktu, neurologickymi a psychiatrickymi chorobami,
gynekologii, dermatologii, imunologii aj.

Pti studiu antioxidac¢nich latek je proto vénovana zvlastni pozornost hledani
takovych latek, jejichZz pouZivani by bylo mozZné pii tzv. radikdlové podminénych stavech,
a to zejména v prevenci (Spilkova a Dusek, 1996).

Lidsky organismus je chranén proti volnym radikalim dvéma systémy: antioxidanty,
které¢ produkuje télo (endogenni systém) a antioxidanty, které jsou piijimany jako soucést
stravy (exogenni systém). Prvni jmenovany systém zahrnuje enzymové slozky
(glutathionperoxidasa, katalasa, superoxiddismutasa) i neenzymové slozky (glutathion,
histidinové peptidy, transferrin a ferritin, melatonin, redukovany koenzym Qo a dalsi) (Pietta,
2000). K ptirodnim latkam s antioxida¢nimi u¢inky, které jsou pfijimané potravou (exogenni
systém), jsou v prvé fadé tradicné fazeny antioxidac¢ni vitaminy C, E a karotenoidy.

V posledni dobé se vSak mnohem vétsi vyznam piiklada dalSim pifirodnim latkam,
zejména polyfenolickym slou¢enindm (Paulova a kol., 2004). Polyfenoly ptedstavuji Sirokou

paletu slouCenin, které¢ jsou rozdéleny do nékolika skupin: fenolické kyseliny
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(hydroxybenzoové kyseliny, hydroxyskoficové kyseliny), flavonoidy (antokyaniny,
proantokyanidiny, flavonoly, flavony, izoflavony, flavanoly, flavanony), stilbeny a lignany
(Svehlova, 2007).

Hlavnimi zdroji polyfenoll jsou piedev§im néapoje (vino, kava, €aj, ovocné dzusy),
¢okolada a ovoce. Rostlinné polyfenoly, i pfesto ze predstavuji vyznamnou ¢ést antioxidant(i
pfitomnych v na$i potravé, mohou mit i fadu nepfiznivych ucinkll. Zejména ve vysokych
koncentracich mohou pusobit prooxidacné, mutagenné, genotoxicky ¢i strumigenné.
Dlouhodoby efekt a bezpecnost piijmu rostlinnych polyfenolti v davkach, které pievysuji

obsah v potravinach, neni znama (Svehlova, 2007).

2.1.1. Flavonoidy

wrw e

a kol., 2007). Vyskytuji se pfevazné jako B-glykosidy, kde cukernou slozku tvofi nejcastéji
glukosa nebo rhamnosa, méné &asta je kyselina glukuronova nebo galaktosa (Svehlova,
2007). V rostling jsou flavonoidy syntetizovany z aromatickych aminokyselin fenylalaninu
a tyrosinu a z malonatu. Zékladem struktury je flavan, ktery se sklada z 15 uhlikovych atomd.
Ty tvofi 3 kruhy, které se oznacuji pismeny A, B, a C (viz obrazek ¢. 1). Jednotlivé skupiny
flavonoidt se od sebe 1isi stupném oxidace a substituci kruhu C (viz tabulka ¢. 1). V ramci

skupiny mohou mit zastupci riizné substituenty na kruhu A a B, (Pietta, 2000).

Obrazek ¢. 1: Flavanové jadro (Pietta, 2000).



Tabulka €. 1: Skupiny flavonoidi s vybranymi zastupci (podle Pietta, 2000).

A) FLAVONY 5 7 3 4
apigenin OH | OH H OH
luteolin OH | OH | OH | OH

(A) chrysin OH | OH H H
., | BIFLAVANONY | 5 | 7 |3 | &
oL . O . .
o naringenin OH| OH | H OH
(B) 0 hesperetin OH | OH | OH | OCH;
C) FLAVONOLY | 5 7 3 4 S
kvercetin OH|OH|OH|OH| H
kaempferol OH|OH| H |OH| H
©) O myricetin OH|OH |OH |[OH | OH
@4, D)FLAVANONOLY | 5 | 7 | 3 | &
taxifolin OH |OH | OH | OH
(D) 2




E) ISOFLAVONY 5 7 4
genistein OH OH OH
daidzein H OH OH

, (F) FLAVAN-3-
2 517 |3 |4 |5
4 OLY
O |"I S .
CEJ\ katechin B-OH |OH| OH |OH | OH | H
) OH epikatechin | a-OH |OH | OH |OH | OH | H
3 (G) ANTOKYANINY 3 5 7 3 4'
p
+ - -
(o) cyanidin OH |OH| OH |OH | OH
7/ X
i cyanin O-glc |OH | OH |OH | OH
(G)

Tucné jsou zvyraznény antioxidanty, které byly zvoleny pro experimentalni ¢ast diplomové prace.

Mezi antioxidacni UCinnosti a strukturou flavonoidi byly zjiStény nasledujici

zavislosti: pro efektivni antioxida¢ni puisobeni je zasadni pfitomnost hydroxylovych skupin

na kruhu B v o0-poloze a dvojna vazba mezi 2. a 3. uhlikem v konjugaci s karbonylovou

skupinou v poloze 4. Pro maximalni uCinnost je potfebna dodatecnd pritomnost

hydroxylovych skupin v polohach 3 a 5 (Spilkova a Dusek, 1996). Vsechny uvedené

podminky splituji zastupci flavonolti kvercetin a myricetin.

Podle Pietta (2000) mechanismy antioxida¢niho pisobeni flavonoidt zahrnuji :

(1) zabranéni vzniku ROS inhibici enzymil nebo chelataci stopovych prvka (kovi), které se

podileji na tvorbé ROS,
(2) vychytavani ROS,

(3) podporu nebo ochranu antioxida¢niho endogenniho systému.




ad (1) Flavonidy inhibuji xanthinoxidasu, proteinkinasu, cyklooxygenasu, lipoxygenasu,
mikrozomalni monooxygenasu, glutathion-S-transferasu, mitochondridlni sukcinidasu
a NADH-oxidasu. VSechny tyto enzymy hraji roli pfi vzniku ROS (Pietta, 2000).

Cast flavonoidti chelatuje pfechodné kovy, které hraji dileZitou roli v metabolismu
kysliku. Nevazané zelezo a méd’ jsou potencialnimi zesilovaci vzniku ROS, ptikladem je

redukce peroxidu vodiku za vzniku hydroxylového radikalu (tzv. Fentonova reakce):

H,0, + Fe**(Cu*) — -OH + OH™ + Fe**(Cu?")
(Pietta, 2000).

Jak je znazornéno na obrazku ¢. 2, pfedpokladanymi vazebnymi misty flavonoidii pro kovy
jsou katecholova ¢ast kruhu B, 3-hydroxyl a 4-oxo skupina heterocyklu, 4-oxo a 5-hydroxyl
skupina mezi heterocyklem a kruhem A (Pietta, 2000).

Obrazek €. 2: Vazebna mista pro kovoveé prvky (Pietta, 2000).
ad (2) Flavonoidy (FI-OH) jsou diky niz§imu redoxnimu potencialu (0,23 < E7 < 0,75 V)
termodynamicky schopné redukovat oxidujici volné radikadly s redoxnim potencidlem

vrozmezi 2,13-1,0 V (Pietta, 2000) jako je superoxidovy, peroxylovy, alkoxylovy
a hydroxylovy radikal (obecné¢ R-), podle nasledujiciho schématu:

FI-OH + R- — FI-O- + RH

(Pietta, 2000)



Vznikly aryloxylovy radikdl FI-O- se miZze stabilizovat rezonanci v pfipad¢,
ze disponuje 2,3 nenasycenym kruhem C a konjugovanou 4-0xo skupinou. Tato struktura
zajisti delokalizaci elektrond z kruhu B (Rice-Evans a kol., 1996). Poptipadé¢ muize reagovat
s dalsim radikdlem R- za vzniku stabilni chinonové struktury, pokud obsahuje 2 hydroxy
skupiny v o-poloze na kruhu B (viz obrazek ¢. 3).

Pokud nedojde k terminaci aryloxylového radikalu vySe uvedenymi zptisoby, muize
tento radikal reagovat s kyslikem za vzniku chinonu a superoxidového radikdlu. V tom
spociva mozny nezadouci prooxidacni efekt flavonoidi (Pietta, 2000).

Kromé vyse uvedeného donorového mechanismu mohou flavonoidy také stabilizovat

volné radikaly tim, Ze s nimi vytvoii komplex (Pietta, 2000).

OH
R+ RH *
OH v OH
Fl-OH FI-O+
.Do
Re RH

]

Obrazek ¢. 3: Schéma redukce ROS (R-) flavonoidy a vznik chinonu pfi reakci FI-O- s dal$im
radikalem (Pietta, 2000).



Pfijem flavonoidi v potravé mlze byt mezi 50 az 800 mg za den, v zavislosti
na mnozstvi konzumované zeleniny a ovoce, nebo népojii jako je cCervené vino, caj,

¢i nefiltrované pivo. Dal§imi zdroji flavonoidu jsou nékteré 1é¢ivé rostliny (Pietta 2000).

Tabulka ¢. 2: Pfirozené zdroje nékterych flavonoida (Rice-Evans a kol., 1996).

skupina flavonoidi priklady zastupci zdroje
epikatechin VN .
flavanoly katechin zeleny Caj, Cervené vino
flavanon naringenin ktira citrusovych plodt
y taxifolin citrusové plody
brokolice, ¢ekanka, porek, grep,
kaempferol tedkey
flavonoly
kvercetin cibule, brokolice, hlavkovy salat,
jablko, olivy, ¢aj, ¢ervené vino
apigenin celer, petrzel
flavony krysin ovoce
anthokvanin malvidin cerveny grep, ¢ervené vino
yaniny cyanidin rajée, jahoda, malina, grep

Tuéné jsou zvyraznény antioxidanty, které byly zvoleny pro experimentalni ¢ast diplomové prace.

Hlavnim mistem resorpce flavonoidil v travicim traktu je tenké stfevo. Prestoze se
nékteré flavonoidy resorbuji z traviciho traktu ve formé glykosidl, odstépeni polarni slozky je
nezbytné pro prostou difuzi vétSiny polyfenoli pres kartaCovy lem bunck tenkého stfeva.
Po resorpci jsou flavonoidy konjugovany s kyselinou glukuronovou, sirovou nebo glycinem.
Z organismu jsou vylucovany prevazné ve formé& polarnich ve vodé dobie rozpustnych
konjugat mo¢i a zlu¢i (Svehlova, 2007).

Epidemiologické studie ukazuji, Ze rostlinnd potrava chrani organismus pied
degenerativnimi onemocnénimi jako je napiiklad rakovina a nemoci kardiovaskularniho
systému (Svehlova, 2007). Pouze jedna studie ale prokazala piimy protektivni uéinek
flavonoidu proti rakoving plic. V soucasné dob¢é neexistuje zadny dikaz o tom, Ze by piijem

flavonoidt chranil proti nékterym typtim rakoviny (Pietta, 2000).



Flavonoidy vybrané pro experimentalni ¢ast:

OH

Apigenin Naringenin Kaempferol

Obrazek €. 4: Struktura vybranych flavonoida

Ani jeden z vybranych flavonoidi nema na kruhu B v 0-poloze dvé hydroxylové
skupiny, které jsou spolecné s dal§imi strukturdlnimi pfedpoklady idealni pro antioxidacni
pusobeni. Monofenolicky kruh B neni tak efektivnim donorem vodiku jako difenolicky.
Naringenin navic oproti zbyvajicim dvéma antioxidantim nema ani 2,3 nenasyceny kruh C,
Ktery by spoletné s konjugovanou 4-oxo skupinou zajistil delokalizaci elektrond pfi
stabilizaci aryloxylového radikdlu rezonanci. Kaempferol se od apigeninu lisi pfitomnosti OH
skupiny v poloze 3 na kruhu C, coz prispiva ke zvySeni jeho antioxidacni aktivity (Rice-
Evans a kol., 1996).

2.2. Lidsky sérovy albumin

Lidsky sérovy albumin (HSA, human serum albumin) je nejhojnéji zastoupeny protein
krevniho séra, ve kterém dosahuje koncentrace az 0,63 mM. Analyza krystalové struktury
prokazala, Ze HSA je globularni protein, ktery se sklada z jediného polypeptidového fetézce
z 585 aminokyselin. Obsahuje 17 disulfidickych mustkd, jeden volny thiol (Cys-34) a jeden
tryptofan (Trp-214) (Zhang a kol., 2008).

Peptidovy fetézec tvoii pouze a-helixy, B-skladany list nebyl ve struktuie HSA
nalezen (Otagiri, 2005). Molekularni hmotnost této bilkoviny je 66 kDa a ma asymetricky
tvar podobny tvaru srdce. Molekula je tvofena tfemi homolognimi doménami (I-11I), z nichz
kazda ma dvé subdomény (A a B) (viz obrazek €. 4). Subdoména A se sklada ze skupiny ctyf
a-helixd, které jsou lemovéany dal$imi dvéma a-helixy, zatimco subdoména B je tvofena

pouze skupinou ¢tyf a-helixa (Artali a kol., 2008).
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Obrazek ¢. 5: Struktura HSA (N a C oznacuji N a C konce proteinového fetézce) (Artali
a kol., 2008).

Molekula HSA je schopna vazat n¢které relativné nerozpustné endogenni slouceniny
jako jsou napfiklad mastné kyseliny, bilirubin nebo Zlucové kyseliny a tim usnadnit jejich
transport v krevnim fecisti. Také mnoho 1éCivych latek a xenobiotik se reverzibiln€¢ vaze
na HSA (Zhang a kol., 2008). Lécivé latky tudiz mohou byt transportovany krvi bud’ volné
(ve vodné fazi plasmy), nebo vazané ve formé komplexu s krevni bilkovinou (napt. HSA)
(Otagiri, 2005). Vazba 1écivé latky na plasmatické proteiny je dulezitym farmakologickym
parametrem, protoze ovliviiuje proces distribuce a eliminace, Cili i délku trvani a intenzitu
ucinku (Zhang a kol., 2008). Otagiri (2005) ve své praci uvedl, ze vétSina 1éCivych latek se
vaze s velkou afinitou na jedno ze dvou vazebnych mist HSA, ktera se oznacuji Cislicemi I
all

Typické ligandy pro vazebné misto I jsou pravdépodobné dikarboxylové kyseliny
a/nebo velké heterocyklické molekuly s negativnim ndbojem, ktery je umistén ve stfedu
molekuly. Mezi latky, které se vazi na vazebné misto I, patii warfarin, dansylamid, n-butyl
p-aminobenzoat aj. Vazebné misto I ma velkou kapacitu, je flexibilni a obsahuje mnoho

dalSich specifickych mist, které se vétSinou vzajemné ovliviiuji. Je umisténo v subdoméné ITA
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molekuly HSA a zahrnuje jediny tryptofan této bilkoviny (Trp-214). Tvarové toto vazebné
misto pfipomind kapsu, jejiz vnitini stény jsou vystavény z hydrofobnich postrannich fetézci,
zatimco vstupni ¢ast kapsy je obklopena pozitivné nabitymi zbytky aminokyselin (Otagiri,
2005).

Ligandy, které se vazi na vazebné misto Il (nazyvané také indolbenzodiazepinové
vazebné misto), jsou Casto aromatické karboxylové kyseliny s negativné nabitou kyselou
skupinou, ktera je separovana od hydrofobniho centra molekuly. K t€émto kyselindm patti
napiiklad dansylglycin nebo 7-alkylaminokumarin-4-ova kyselina. Vazebné misto II se zda
byt mensi (¢i uzsi) a méné flexibilni nez vazebné misto I. Je umisténo v subdoméné IIIA
molekuly HSA a tvarové je stejné jako vazebné misto I podobné kapse. Z aminokyselin,
arginin (Arg-410) a tyrosin (Tyr-411) (Otagiri, 2005).

Také nékteré metabolity 1é¢ivych latek se s velkou afinitou vazi na molekulu HSA.
Mnoho sloucenin s karboxylovou skupinou se metabolizuje prevazné cestou glukuronidace
apravé tyto elektrofilni metabolity kovalentné reaguji s HSA in vitro i in vivo. Mezi 1é¢ivé
latky, které po glukuronidaci kovalentné interaguji s HSA, patii napfiklad furosemid,

kyselina salicylova, gemfibrozil, tolmetin, ibuprofen, ibufenak a dalsi (Otagiri, 2005).
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2.3. Vybrané metody hodnoceni interakce sloucenin s molekulou proteinu
2.3.1. Fluorescen¢ni spektroskopie

Fluorescence je jedna z forem luminiscence, coz je d& vyplyvajici z elektronovych
excitovanych stavil, kdy dochdzi k emisi svétla z néjaké latky. Nastane-li tato emise zafeni
jednim ¢i vice spontannimi energetickymi ptechody, jedna se o fluorescenci. Fluorescence je
pozorovatelna béhem buzeni a po jeho konci prakticky mizi (doba dohasinani je obvykle
tadove 107 s). Vétsina slozitych organickych molekul nefluoreskuje, intenzivni fluorescenci
vykazuji nékteré aromatické slouCeniny nazyvané fluorofory nebo fluorescencni barviva
(Fisar, 2005).

Fluorescence proteinli je zplUsobena aromatickymi aminokyselinami, které jsou
v nich obsaZeny: tryptofanem, tyrosinem a fenylalaninem (FiSar, 2004). JelikoZ je podil
tryptofanu na emisi fotoni dominantni, pouziva se pro vnitini fluorescenci bilkovin také

termin tryptofanova fluorescence (Svehlova, 2007).

Tabulka ¢. 3: Fluorofory bilkovin a jejich charakteristiky z hlediska fluorescence (Hoft,
2007).

fluorofor dex 2 (NM) dem o (nM) | kvantovy vytéZzek | doba Zivota (ns)
tryptofan 295 353 0,13 3,1
tyrosin 275 304 0,14 3,6
fenylalanin 260 282 0,02 6,8

Rada nizkomolekularnich latek p¥irodniho piivodu ma schopnost zhaset fluorescenci.

Toto zhaSeni fluorescence lze definovat jako bimolekularni proces, ktery snizuje kvantovy

vytézek fluorescence. Miize byt diisledkem riznych procesi. Dynamickeé (srazkové) zhaseni
nastavd, kdyz je fluorofor v excitovaném stavu deaktivovdn (tj. navraci se nezafivé
do zakladniho stavu) pii srazce s molekulou zhasedla. Molekuly nejsou pii tomto procesu
chemicky zménény na rozdil od statického zhdseni, kdy se po kontaktu fluoroforu a zhasedla
vytvari nefluorescencni komplex (Fisar, 2005).

Mira zhaSeni fluorescence naznacuje zménu v sekunddrni a terciarni struktuie
proteinu a v prostiedi kolem fluoroforti bilkoviny. K popisu zhaSeni fluorescence se casto

vyuziva Stern-Volmerovy rovnice:
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kde Fo [AU] je intenzita fluorescence samotné molekuly, F [AU] je intenzita fluorescence
Vv piitomnosti zhasece, ¢ [mol/l] je koncentrace zhasece, Ky [I/mol/s] je bimolekularni zhaseci
konstanta, Ksy, [I/mol] je dynamickd zhaseci konstanta (Ksv = Kqto) @ 70 [S] je doba dohasinani
fluorescence bez piitomnosti zhasedla (10 s) (Yuan a kol., 2007).

Pokud je zavislost podilu intenzit fluorescence Fo/F na koncentraci zhaSeCe C
lineérni, jedna se bud’ o zhaSeni dynamické nebo statické (Yuan a kol., 2007). Statické
zhdSeni muze byt od dynamického rozliSeno pomoci porovnani bimolekuldrni zhéaseci
konstanty Kg s limitni difuzni konstantou Kgir (Kgir = 2,0 X 10% I/mol/s). Pokud plati,
ze Kg> Kgir, pak je hlavnim mechanismem statické zhaseni (Min a kol., 2004).
Pii exponencidlni zavislosti podilu intenzit fluorescence Fo/F na koncentraci zhaSece C je
pritomné jak statické, tak dynamické zhaseni (Papadopoulou a kol., 2005).

Je-1i hlavnim mechanismem zhéaseni statické, tj. pfi interakci zhdsece a molekuly
bilkoviny vznikd nefluoreskujici produkt, lze k vypoctu vazebnych parametri pouZit

nasledujici rovnici:

log (FOF'F)z lg K+ nlogc

kde Fo [AU] je intenzita fluorescence samotné molekuly, F [AU] je intenzita fluorescence
Vv ptitomnosti zhasece, ¢ [mol/l] je koncentrace zhasece, K, [I/mol] je vazebna konstanta a n je
pocet vazebnych mist (Min a kol., 2004).

Vazebnou konstantu K, 1ze vyuzit k vypoctu zmény Gibbsovy energie AG [J/mol],

ktera je definovana vztahem:

AG = -RTInK,

kde R je molarni plynova konstanta (8,314 J/K mol), T je teplota [K] a K, je vazebna
konstanta [I/mol] (Laznickové a Kubicek, 2001).
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Zmény v sekundarni struktufe proteinu mohou byt hodnoceny tzv. zhaSecim podilem

Q [%]:
Q = (Fo - F)/ Fo

kde Fo [AU] je intenzita fluorescence samotné molekuly a F [AU] je intenzita fluorescence
Vv piitomnosti zhasece (Min a kol., 2004).

Fluorescencni spektra jsou casto pouzivana k popisu interakce raznych latek
S proteiny, protoze poskytuji informace o mikroprostfedi v okoli chromoforu v bilkovinné
molekule. Pokud vlivem pfidani latky k bilkoviné dochdzi ke zhéaSeni tryptofanové
fluorescence a posunu fluorescenéniho spektra k niz§im vlnovym délkdm (modry posun),
znamena to, ze okoli tryptofanu se stalo méné poldrnim. Naopak posun k vy$§im vlnovym
délkam (Cerveny posun) naznacuje, Ze okoli tryptofanu se zménilo na polarnéjsi (Zhang
a kol., 2008).

2.3.2.UV-VIS absorp¢ni spektroskopie

Absorpce svétla je opacnym déjem k emisi a predstavuje dal$i moznou interakci
latky s elektromagnetickym zéatfenim. Prochézi-li své€tlo homogennim hmotnym prostfedim,
dochdzi k zeslabeni jeho plivodni intenzity. To je zpisobeno tim, ze ¢ast plivodni energie
svétla je odrazena, Cast rozptylena a Cast se absorbuje. Absorbance je aditivni veli¢ina
definovana jako zaporny dekadicky logaritmus vnitini transmitance a podle Lambert-Beerova
zakona je pfimo umérna koncentraci absorbujiciho roztoku i tloust'ce absorbujici vrstvy.

Atomy zkoumané latky absorbuji z elektromagnetického zéateni pouze ty fotony,
jejichz energie odpovida energii jednotlivych pteskokl elektront pii excitaci (Lazni¢kova
a Kubicek, 2001). V oblastech UV zéfeni a viditelného svétla (prakticky vyuzivané vinoveé
délky 200-800 nm) maji fotony dostatecnou energii k excitaci elektront, uskutecnuji se zde
pfedeviim prechody m—n  (Svehlova, 2007). V molekule vyznamné absorbuji
elektromagnetické zafeni z dané oblasti jen urCité funkcni skupiny oznacované jako
chromofory. Piikladem chromoforu muze byt tieba skupina C=0, C=C nebo konjugované
systémy (Laznickova a Kubicek, 2001). V molekulach bilkovin se nachézi vicero chromofort,

z nichz jsou vyznamné pasy tryptofanu (280 nm) a tyrosinu (274 nm), pficemz piispévek
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tryptofanu je dominantni (Svehlova, 2007). Peptidova vazba absorbuje pii 210 - 220 nm
(Vankova, 1999). Zmény konformace nebo denaturace bilkovin se mohou projevit zménou
tvaru a polohou absorp¢niho spektra. Podle sméru posunu maxim absorbance se rozliSuje
posun cerveny (bathmochromni, k vy$§im vinovym délkam) a modry (hypsochromni,
K niz§im vlnovym délkam) (Svehlova, 2007). Posun k vyssi absorbanci je hyperchromni,
posun k nizsi absorbanci je hypochromni (Lazni¢kova a Kubicek, 2001).

Absorpcni spektroskopie je do urcité miry pouzitelna pro strukturdlni studie. Mtze se
jednat o stabilitni méfeni, sledovani vazby ligandu, zkoumani vazebnych mist apod.
Pti studovani interakci latek s enzymy lze pomoci absorpcénich spekter pozorovat interakce
jak s proteinovou ¢asti enzymu, tak s jeho koenzymem. V kratSich vlnovych délkach je
pozorovatelnd zména v samotné proteinové ¢asti enzymu a od 320 nm vlastnosti jeho

koenzymu (Svehlova, 2007).

Kromé dvou vyse uvedenych metod, které jsem vyuzivala v experimentalni ¢asti,
existuji 1 jiné metody hodnoceni interakce sloucenin s molekulou proteinu. Mezi tyto dalsi
hojn¢ vyuzivané metody patii: nuklearni magnetickd rezonance (NMR), cirkularni
dichroismus (CD), Ramanova spektroskopie a infraervena spektroskopie s Fourierovou

transformaci a s ATR nastavcem (ATR-FTIR).
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Obrazek ¢. 6: Zjednodusené schéma absorpce a fluorescence. S; a S, jsou excitované
singletové stavy, T je doba trvani absorpce resp. fluorescence. PferuSované Sipky znazornuji
nezatrivé prechody, modré Sipky znédzoriiuji absorpci svételného kvanta budiciho zafeni,
zelené Sipky znézoriuji deexcitaci zatfivym piechodem (fluorescenci). V horni ¢asti obrazku

jsou tvary absorp¢nich a emisnich spekter (FiSar, 2005).
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3. CILE PRACE

1) Sledovani stability vybranych prFirodnich antioxidanti (apigenin, naringenin,

kaempferol)

e v case za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4) v in vitro modelu.

e pii jejich uchovavani pfti ttech rtiznych teplotach (-20°C, 4°C, 25°C).

2) Sledovani interakce vybranych pfirodnich antioxidanti (apigenin, naringenin,

kaempferol) s molekulou HSA

e pomoci UV-VIS absorpéni spektroskopie za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4)

v in vitro modelu.

e pomoci fluorescencni spektroskopie (metoda zhaSeni tryptofanové fluorescence)

za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4) v in vitro modelu.

3) Srovnani rozpustnosti prirodnich antioxidanti (apigenin, naringenin, kaempferol)

V pouzitych rozpoustédlech
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Pouzity material

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat p.a. Penta Chrudim
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p.a. Lachema Neratovice

Azid sodny p.a. Lachema Neratovice
Redestilovana voda Katedra biochemickych véd
Methanol p.a. Penta Chrudim

Hydroxid sodny p.a. Lachema Neratovice
Apigenin, 95% Sigma-Aldrich, Némecko
Naringenin, 95% Sigma-Aldrich, Némecko
Kaempferol, 96% Sigma-Aldrich, Némecko
Human serum albumin, 96 - 99% Sigma-Aldrich, Némecko

4.2. Pouzita zarizeni

Digitalni analytické vahy Sartorius CP 225D
Piedvazky Sartorius BL 310

pH-metr inoLab pH Level 2

Fluorescen¢ni spektrofotometr Perkin-Elmer LS 50B
Spektrofotometr HeAios 3

Inkubator Memmert

Magnetické michadlo

Ultrazvuk Ultrasonic Cleaner
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4.3. Metodika
4.3.1. Priprava roztoku
4.3.1.1. Priprava 0,1 M fosfatového pufru (pH 7,4)

Ptipravila jsem 0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,4 s ptfidavkem NaN3 jako antimikrobialni
latky. Nejdfive jsem piipravila 1 litr 0,2 M roztoku NayHPO, v redestilované vodé a tento
roztok jsem 15 minut michala za pouziti magnetického michadla. Nasledné jsem pfipravila
500 ml roztoku NaH,PO, v redestilované vodé a opét jsem jej 15 minut michala na
magnetickém michadle. Poté jsem smisila 190 ml 0,2 M roztoku NaH,PO, s 810 ml 0,2 M
roztoku Na,HPO,; a 1000 ml redestilované vody. Pfidala jsem 1 g NaN3 a 20 minut jsem
vysledny roztok michala na magnetickém michadle. Na zavér jsem zkontrolovala pH
ptfipravené¢ho pufru pomoci pH-metru, poptipad¢ upravila jeho hodnotu na 7.4 ptidavkem

roztoku Na;HPO,4 nebo NaH,PO,.
4.3.1.2. Priprava 20 mM roztoku NaOH

Roztok jsem pfipravila rozpusténim pfesné navazky NaOH v pfisluSném mnozstvi

redestilované vody.
4.3.1.3. Priprava 16 uM roztoku HSA v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7,4)

Roztok jsem ziskala rozpusténim ptresné navazky HSA v piislusSném mnozstvi 0,1 M

fosfatového pufru (pH 7,4).
4.3.1.4. Priprava 4 uM roztoku HSA v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7,4)

Roztok jsem pftipravila rozpuSténim piesné navazky HSA v ptisluSném mnozstvi 0,1

M fosfatového pufru (pH 7,4).
4.3.1.5. Priprava 10 mM roztokii antioxidantii v MeOH

Roztoky jednotlivych antioxidantl (apigenin, naringenin, kaempferol) jsem pfipravila
rozpusténim presné navazky antioxidantu v piislusném mnozstvi bezvodého MeOH za pouZziti

ultrazvuku.
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4.3.1.6. Priprava 5 mM roztoku antioxidantu v MeOH

Roztoky jednotlivych antioxidant (apigenin, naringenin, kaempferol) jsem pfipravila

vhodnym natfedénim 10 mM roztoku pfislusného antioxidantu v bezvodém MeOH.
4.3.1.7. Priprava 10 mM roztokii antioxidantii ve 20 mM NaOH

Roztoky jednotlivych antioxidantd (apigenin, naringenin, kaempferol) jsem pfipravila
rozpusténim presné navazky antioxidantu v piislusném mnozstvi 20 mM NaOH za pouziti

ultrazvuku.

4.3.2.Sledovani stability vybranych antioxidanti
4.3.2.1. Sledovani stability antioxidantii v case za fyziologickych podminek

V tomto experimentu jsem sledovala stability jednotlivych antioxidanti pomoci UV-
VIS absorpéni spektroskopie. VSechny inkubaéni smési jsem pfipravovala podle nize uvedené
tabulky a to pro kazdy antioxidant (apigenin, naringenin, kaempferol) v duplikatu. Zkumavky
jsem dukladné promisila, uzaviela a utésnila parafilmem, abych zabranila pfipadnému
nezaddoucimu odpafovani rozpoustédla. Vzorky jsem inkubovala v rozsahu ¢tyf tydnl pfi

teploté 37°C.

Tabulka ¢. 4: Slozeni inkubaéni smési pii sledovani stability antioxidanti v Case

za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).

pipetovany objem prislu$nych roztoki ¢islo zkumavky

[ud] 1 2 3 4
pufr 1500 1500 1500 1500
MeOH 7,5 0 0 0
20 mM NaCH 0 7,5 0 0
10 mM antioxidant v MeOH 0 0 75 0
10 mM antioxidant v 20 mM NaOH 0 0 0 7,5
celkovy objem 1507,5
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V Casovych intervalech 0, 1 hodina, 1 den, 7 dni, 14 dni, 21 dni a 28 dni jsem vzorky
proméfila na spektrofotometru Hekios . Absorpéni spektra jsem zaznamenavala v rozsahu
vlnovych délek 190 az 550 nm a jako srovnavaci roztok jsem pouzila redestilovanou vodu.
Meéieni jsem provadéla v duplikatu a ziskana data jsem zpriimérovala. Pfi vyhodnocovani dat
jsem odecetla ptislusny slepy vzorek (roztoky 1 a 2) od daného vzorku a nasledné jsem

vytvoftila graf zavislosti absorbance na vinové délce.

Tabulka ¢. 5: Zptisob vyhodnoceni absorp¢nich spekter pti sledovani stability antioxidant

Vv Case za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).

absorp¢ni spektrum vyhodnoceni
antioxidant v MeOH 3-1
antioxidant v NaOH 4-2

4.3.2.2 Sledovani stability antioxidantii pri jejich uchovavani pri trech riiznych teplotach

Sledovani stability jednotlivych antioxidantli jsem provadéla pomoci UV-VIS
absorpéni spektroskopie. Pripravila jsem si 10 mM roztoky jednotlivych antioxidantt
(apigenin, naringenin, kaempferol) v MeOH a v 20 mM NaOH. Poté jsem kazdy roztok
rozdélila na tfi ¢asti. VSechny zkumavky jsem utésnila parafilmem, aby v pribéhu
experimentu nedoslo k pfipadnému nezaddoucimu odpateni rozpoustédla, a po dobu Ctyt tydnti
jsem jednotlivé ¢asti uchovavala pii trech riznych teplotach (-20°C, 4°C, 25°C). Po uplynuti
této doby jsem z kazdé Casti ptipravila vzorek k méteni podle niZze uvedené tabulky. Kazdy

vzorek jsem piipravila v duplikatu.

Tabulka ¢. 6: Slozeni inkubacni smési pifi Sledovani stability antioxidantl pii jejich

uchovavani pfi tiech riznych teplotach (-20°C, 4°C, 25°C).

pipetovany objem prislusnych roztoku zkumavka

(] M SM N SN
pufr 1500 1500 1500 1500
MeOH 0 7,5 0 0
20 mM NaCH 0 0 0 7,5
10 mM antioxidant v MeOH 7.5 0 0 0
10 mM antioxidant v 20 mM NaOH 0 0 7,5 0
celkovy objem 1507,5
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Vzorky jsem proméfila na spektrofotometru Helios P. Absorpcni spektra jsem
zaznamenavala v rozsahu vlnovych délek 190 az 550 nm a jako srovndvaci roztok jsem
pouzila redestilovanou vodu. Méfeni jsem provadéla v duplikdtu a ziskand data jsem
zprumérovala. Pii vyhodnocovani dat jsem odecetla pfisluSny slepy vzorek (roztoky SM

a SN) od daného vzorku a nasledné jsem vytvofila graf zavislosti absorbance na vinové délce.

Tabulka €. 7: Zptsob vyhodnoceni absorpénich spekter pii sledovani stability antioxidantl pii

uchovavani ve ttech riznych teplotach (-20°C, 4°C, 25°C).

absorp¢ni spektrum vyhodnoceni
antioxidant v MeOH M - SM
antioxidant v NaOH N - SN

4.3.3.Sledovani interakce vybranych antioxidanti s molekulou HSA

4.3.3.1. Sledovani interakce antioxidantii s molekulou HSA pomoci UV-VIS absorpcni
spektroskopie za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4)

Vsechny inkubac¢ni smési jsem piipravovala podle niZe uvedené tabulky a to pro kazdy
antioxidant (apigenin, naringenin, kaempferol) v duplikatu. Zkumavky jsem dukladné
promisila, uzaviela a utésnila parafilmem, abych zabranila pfipadnému nezddoucimu

odparovani rozpoustédla. Vzorky jsem inkubovala v rozsahu ¢tyt tydnil pti teploté 37°C.

Tabulka ¢. 8: Slozeni inkubaéni smési pii sledovani interakce antioxidantd s molekulou HSA

pomoci UV-VIS absorpéni spektroskopie za fyziologickych podminek (37°C. pH 7.4).

pipetovany objem p¥Fislusnych roztoki zkumavka

[ul] Al A2 A3 A4 A5 A6 B C
16 uM HSA v pufru 1500 | O 0 0 0 0 | 1500 | 1500
pufr 0 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | O 0
MeOH 0 7,5 0 0 0 0 0 0
20 mM NaCOH 0 0 7,5 0 0 0 0 0
10 mM antioxidant v MeOH 0 0 0 7,5 0 0 7,5 0
10 mM antioxidant v 20 mM NaOH 0 0 0 0 7,5 0 0 7,5
celkovy objem 1500 1507,5
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V ¢Casovych intervalech 0, 1 hodina, 1 den, 7 dni, 14 dni, 21 dni a 28 dni jsem vzorky
proméfila na spektrofotometru Hekios . Absorpéni spektra jsem zaznamenavala v rozsahu
vlnovych délek 190 az 550 nm a jako srovnavaci roztok jsem pouzila redestilovanou vodu.
Mg¢feni jsem provadéla v duplikatu a ziskana data jsem zpramérovala. Pti vyhodnocovani dat
jsem odecetla prislusny slepy vzorek (roztoky A2 - A6) od daného vzorku a nasledné jsem

vytvoftila graf zavislosti absorbance na vinové délce.

Tabulka ¢. 9: Zptusob vyhodnoceni absorpcnich spekter pfi sledovani interakce antioxidantd
s molekulou HSA pomoci UV-VIS absorp¢éni spektroskopie za fyziologickych podminek
(37°C, pH7,4).

absorp¢ni spektrum vyhodnoceni
interakce HSA s antioxidantem v MeOH B-A2
interakce HSA s antioxidantem v NaOH C-A3
HSA po interakci s antioxidantem v MeOH B-A4
HSA po interakci s antioxidantem v NaOH C-A5
HSA Al-Ab6

4.3.3.2 Sledovani interakce antioxidantii s molekulou HSA pomoci fluorescencni
spektroskopie (metoda zhaseni tryptofanové fluorescence) za fyziologickych podminek
(37°C, pH 7,4)

Nejdiive jsem si pfipravila zasobni 5 mM roztoky jednotlivych antioxidanti
(apigenin, naringenin, kaempferol) v bezvodém MeOH. Nasledné jsem za stalého michani
provadéla fluorimetrickou titraci 3 ml 4 pM HSA timto z4sobnim roztokem (viz tabulka
¢. 10), ktery jsem po dobu experimentu uchovavala v kadince s ledem. Fluorescenci jsem

meéfila vzdy po uplynuti pétiminutového intervalu po kazdém piidavku.
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Tabulka ¢. 10: SloZeni titracni smési pii sledovani interakce antioxidantii s molekulou HSA
pomoci fluorescenéni  spektroskopie (metoda zhaseni tryptofanové fluorescence)
za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).

pipetovany objem ¢islo titracniho pridavku

prislusnych roztoki

(] 0 1 2 3 4 5 6 7 8
4uM HSA v pufru 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 3000 | 3000
5 mM antioxidant
0 15 3,0 45 6,0 7.5 9,0 10,5 12,0
v MeOH
celkovy objem 3000 | 3001,5 | 3003 | 3004,5 | 3006 | 3007,5 | 3009 | 3010,5 | 3012
koncentrace

0 2,5 5,0 7,5 10,0 125 | 150 175 | 20,0

antioxidantu [uM]

M¢feni jsem provadéla na fluorescenénim spektrofotometru Perkin-Elmer LS 50B
pii excitacni vinové délce, ktera odpovida fluorescenci aromatické aminokyseliny tryptofanu
v molekule HSA, tj. 295 nm. Emisni spektra jsem zaznamenavala v rozsahu vinovych délek
290 - 540 nm. Excitacni 1 emisni $térbinu jsem nastavila na 5 nm a skenovani probihalo
rychlosti 200 nm/minutu. Vsechny vzorky jsem pfipravovala v triplikatu, vysledna data jsem
zprumérovala a vytvofila graf zavislosti intenzity fluorescence na emisni vinové délce.

Ziskana data jsem také vyhodnotila Stern-Volmerovou analyzou.
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5. VYSLEDKY
5.1. Sledovani stability vybranych antioxidanti
5.1.1.Sledovani stability vybranych antioxidanti v ¢ase za fyziologickych podminek

Stabilitu vybranych pfirodnich antioxidanti (apigenin, naringenin, kaempferol) jsem
provéfovala pomoci UV-VIS absorpéni spektroskopie pii inkubaci trvajici 28 dni
za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4). K pfipravé roztoka antioxidantd jsem pouzila
dve rozpoustédla (bezvody MeOH a 20 mM NaOH). Absorp¢ni spektra jsem zaznamendvala

na spektrofotometru Hekios B v rozsahu vinovych délek 190-550 nm.

5.1.1.1. Apigenin

Apigenin byl pfi 37°C vrozsahu Cctyitydenniho experimentu stabilni v obou
rozpoustédlech. Nedochazelo ke zméné charakteristického tvaru absorpéni kiivky, ani
ke zméné vinovych délek u maxim absorbance. V obou rozpoustédlech ale ¢asem dochazelo
K postupnému snizovani absorbance, pficemz k nejvétsimu poklesu doslo béhem prvnich
7 dnti. Na absorp¢ni kiivee apigeninu byly patrné dva hlavni absorpéni pasy. V prostiedi
bezvodého MeOH pas I 314-440 nm, pas II 253-282 nm a v prostiedi 20 mM NaOH pas |
317-430 nm, pas II 247-282 nm.

0,25

0,15

Absorbance

0,1

0,05

190 240 290 340 390 440 490 540
Vinova délka (nm)
—0h lh —1den —7dni — 14 dni 21 dni 28 dni

Obrazek ¢. 7: UV-VIS absorp¢ni spektra 50 uM apigeninu (zasobni roztok v bezvodém
MeOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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Obrazek ¢. 8: UV-VIS absorpcni spektra 50 uM apigeninu (zasobni roztok v 20 mM NaOH)
za fyziologickych podminek (37°C, pH 7.4).

5.1.1.2. Naringenin

Naringenin byl pfi 37°C po dobu ¢tyf tydnd stabilni. V obou rozpoustédlech
dochézelo k mirnému sniZeni 1 zvySeni absorbance, ale charakteristicky tvar kiivky a maxima
absorbance zstaly zachovany. Na absorpcni kiivce naringeninu byly patrné dva hlavni
absorpéni pasy. V prostiedi bezvodého MeOH pas 1 260-367 nm, pas II 220-261 nm
a v prostiedi 20 mM NaOH pas I 260-374 nm, pas 11 225-260 nm.
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Obrézek €. 9: UV-VIS absorpéni spektra 50 pM naringeninu (zésobni roztok v bezvodém
MeOH) za fyziologickych podminek (pH 7,4, 37°C).
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Obrazek ¢. 10: UV-VIS absorpcni spektra 50 uM naringeninu (zasobni roztok v 20 mM
NaOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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5.1.1.3. Kaempferol

Kaempferol byl pii 37°C stabilni po dobu 1 dne. Tvary absorpénich kiivek
odpovidajici témto ¢asovym intervalim nebyly zménény a nedochazelo zde k posunu
vlnovych délek u maxim absorbance, 1 kdyz v prostfedi 20 mM NaOH uz byla patrnd mirna
deformace spektra. S dal$im postupem ¢asu se kaempferol jevil v obou rozpoustédlech jako
nestabilni. Dochazelo ke zménam tvaru kiivek 1 K posunu maxim absorbance smérem
Kk niz§im vlnovym délkam. Tyto zmény prob&hly nejvyraznéji béhem prvnich 7 dni.
Na absorp¢ni kiivee kaempferolu byly patrné dva hlavni absorp¢ni pasy, které jsem odecetla
Z obrazku €. 11: pas 1 328-443 nm, pas II 248-283 nm.
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Obrazek ¢. 11: UV-VIS absorp¢ni spektra 50 uM kaempferolu (zésobni roztok v bezvodém
MeOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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Obrazek ¢. 12: UV-VIS absorp¢ni spektra 50 uM kaempferolu (zasobni roztok v 20 mM
NaOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).

5.1.2.Sledovani stability vybranych antioxidanti pri jejich uchovavani p¥i tfech riznych

teplotach

Vliv teploty na stabilitu vybranych antioxidanti (apigenin, naringenin, kaempferol)
jsem posuzovala pomoci UV-VIS absorpcni spektroskopie. Absorpéni spektra jsem meéfila
po uplynuti ¢étyitydenni doby, po kterou jsem roztoky antioxidanti (v bezvodém MeOH
a 20 mM NaOH) uchovavala pfi tfech riznych teplotach (-20°C, 4°C, 25°C). Spektra jsem

zaznamenavala na spektrofotometru HeXios B v rozsahu vinovych délek 190-550 nm.

5.1.2.1. Apigenin

V prosttedi bezvodého MeOH doslo u apigeninu ke zvySeni absorbance. V prostiedi
20 mM NaOH doslo pouze k mirnym vykyvim hodnot absorbance smérem k vys$$im
I K niz8im hodnotam. Vyrazny vliv rozdilnych teplot na vysledek ale nebyl patrny, u vsech

kiivek zlstaly zachované charakteristické rysy, apigenin byl tedy stabilni.
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Obrazek ¢. 13: UV-VIS absorpéni spektra 50 uM apigeninu (zasobni roztok v bezvodém

MeOH) cerstvého roztoku a roztok uchovavanych pii tfech riznych teplotich po dobu

28 dni.
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Obrézek ¢. 14: UV-VIS absorpcni spektra 50 uM apigeninu (zasobni roztok v 20 mM NaOH)

cerstvého roztoku a roztokli uchovavanych pfi tfech riznych teplotach po dobu 28 dni.
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5.1.2.2. Naringenin

Naringenin se v tomto experimentu jevil stabiln¢ v obou rozpoustédlech bez ohledu
na rozdilné teploty, pfi nichz byl uchovavan. Charakteristické tvary vSech spekter zlstaly
zachovany. Po rozpusténi v bezvodém MeOH bylo viditelné mirné zvysSeni absorbance pii

teploté -20°C. Pii pouziti 20 mM NaOH jako rozpoustédla doslo k posunu absorbance

smérem K vy$§im hodnotam (teplota 4°C) i K niz§im hodnotam (teplota 25°C).
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Obrazek ¢. 15: UV-VIS absorpéni spektra 50 uM naringeninu (zasobni roztok v bezvodém

MeOH) cerstvého roztoku a roztokd uchovavanych pii tfech rtiznych teplotich po dobu

28 dni.
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Obrazek ¢. 16: UV-VIS absorp¢ni spektra 50 uM naringeninu (zasobni roztok v 20 mM

NaOH) cerstvého roztoku a roztokll uchovavanych pii tfech rtznych teplotaich po dobu

28 dni.

5.1.2.3. Kaempferol

Pii pouziti bezvodého MeOH jako rozpoustédla doSlo u kaempferolu ke zvySeni
absorbance a to za teploty 25°C a -20°C. Tvary vSech kiivek zistaly beze zmén, kaempferol
se v tomto rozpoustédle choval stabiln€. Rozdilné vysledky ale vysly s pouzitim 20 mM
NaOH jako rozpoustédla. Kaempferol zde vykazoval nejvétsi stabilitu pii nejnizsi teploté
-20°C, zatimco za teploty 4°C a 25°C se jevil nestabilné, coz dokazuje zména tvaru téchto

ktivek 1 posun vlnovych délek u maxim absorbance smérem k niz§im hodnotam.
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Obrazek ¢. 17: UV-VIS absorpéni spektra 50 uM kaempferolu (zasobni roztok v bezvodém

MeOH) cerstvého roztoku a roztok uchovavanych pii tfech rlznych teplotich po dobu

28 dni.
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Obrazek ¢. 18: UV-VIS absorpcni spektra 50 uM kaempferolu (zasobni roztok v 20 mM

NaOH) cerstvého roztoku a roztokt uchovavanych pii tiech ruznych teplotaich po dobu

28 dni.
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5.2. Sledovani interakce vybranych antioxidanti s molekulou HSA

5.2.1.Sledovani interakce antioxidantii s molekulou HSA pomoci UV-VIS absorpéni

spektroskopie za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4)

Interakci vybranych ptirodnich antioxidantti (apigenin, naringenin, kaempferol) jsem
nejdiive pozorovala pomoci UV-VIS absorpéni spektroskopie za fyziologickych podminek
(37°C, pH 7,4). K pripravé roztokli antioxidantl jsem pouzila dvé rozpoustédla (bezvody
MeOH a 20 mM NaOH). Absorp¢ni spektra jsem méfila v ¢asovych intervalech v pribéhu
28 dni na spektrofotometru Helios B v rozsahu vinovych délek 190-550 nm.

5.2.1.1. HSA

Molekula HSA se v prubc¢hu 28 dni nemeénila, tj. nedochazelo ke zménam
charakteristického tvaru spektra ani k zddnym posuniim. Na absorpénim spektru byla patrna

dvé maxima absorbance odpovidajici vinovym délkdm 240 nm a 276 nm.
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Obrazek ¢. 19: UV-VIS absorpéni spektra 16 uM HSA za fyziologickych podminek (37°C,
pH 7,4).
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5.2.1.2. Interakce HSA s apigeninem

Absorpéni spektra interakce HSA s apigeninem a rozdilova spekra HSA po interakci
s apigeninem byla v porovnani s absorp¢nimi spektry samotné molekuly HSA rozdilna. Doslo
ke zvyseni absorbance ale ne k posunu vlnovych délek maxim 240 nm a 276 nm. Vznikl novy
absorp¢ni pas, ktery odpovida vinovym délkam 325 nm az 435 nm, coz ramcové souhlasi

s absorpcnim pasem I apigeninu.
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Obréazek €. 20: UV-VIS absorpéni spektra interakce 16 uM HSA s 50 uM apigeninem
(zasobni roztok v bezvodém MeOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7.,4).
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Obrazek ¢. 21: UV-VIS absorpéni spektra interakce 16 uM HSA s 50 uM apigeninem
(z&sobni roztok v 20 mM NaOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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Obrazek €. 22: Rozdilovéa spektra 16 uM HSA po interakci s 50 uM apigeninem (zasobni
roztok v bezvodém MeOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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Obrazek ¢. 23: Rozdilova spektra 16 uM HSA po interakci s 50 uM apigeninem (zasobni
roztok v 20 mM NaOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).

5.2.1.3. Interakce HSA s naringeninem

Absorpéni spektra interakce HSA s naringeninem se liSila od absorpcnich spekter
samotné molekuly HSA. Absorbance se zvySovala i1 sniZovala, maxima se mirn¢ posunula.
Objevil se novy absorpéni pas odpovidajici vinovym délkdm 293 nm az 372 nm, coZ je
pravdépodobné absorpéni pas II naringeninu. Hodnoty absorbance nového pasu casem
viditelné klesaly. Absorpcéni spektra HSA po interakci s naringeninem vykazovala v ¢asti

ktivky pokles absorbance k zdpornym hodnotam.
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Obrazek ¢. 24: UV-VIS absorpéni spektra interakce 16 uM HSA s 50 pM naringeninem
(zésobni roztok v bezvodém MeOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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Obrazek ¢. 25: UV-VIS absorpéni spektra interakce 16 uM HSA s 50 uM naringeninem
(zésobni roztok v 20 mM NaOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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Obrazek ¢. 26: Rozdilova spektra 16 uM HSA po interakci s 50 pM naringeninem (zasobni
roztok v bezvodém MeOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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Obrazek ¢. 27: Rozdilova spektra 16 uM HSA po interakci s 50 uM naringeninem (zasobni
roztok v 20 mM NaOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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5.2.1.4. Interakce HSA s kaempferolem

Absorpéni spektra interakce HSA s kaempferolem a rozdilova spektra HSA
po interakci s kaempferolem byla v porovnani s absorpénimi spektry samotné molekuly HSA
rozdilna. Absorbance se zvysila, ale maxima (v Case 0 hodin) zstala pfiblizné u stejnych
vlnovych délek jako u samotné molekuly HSA (240 nm a 276 nm). Na kiivkach se vyskytl
novy absorp¢ni pas odpovidajici zhruba rozmezi vinovych délek 340 nm az 450 nm. Tento
pas by mohl byt absorpéni pas I kaempferolu. U vSech maxim absorbance byl ¢asem patrny

pokles a posun hodnot.
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Obrazek ¢. 28: UV-VIS absorp¢ni spektra interakce 16 uM HSA s 50 uM kaempferolem
(z&sobni roztok v bezvodém MeOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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Obrazek ¢. 29: UV-VIS absorpcni spektra interakce 16 uM HSA s 50 uM kaempferolem
(z&sobni roztok v 20 mM NaOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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Obrazek €. 30: Rozdilova spektra 16 uM HSA po interakci s 50 uM kaempferolem (zasobni
roztok v bezvodém MeOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).
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Obrazek €. 31: Rozdilova spektra 16 uM HSA po interakci s 50 pM kaempferolem (zasobni
roztok v 20 mM NaOH) za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4).

5.2.2.Sledovani interakce antioxidanti s molekulou HSA pomoci fluorescenéni
spektroskopie (metoda zhaSeni tryptofanové fluorescence) za fyziologickych

podminek (37°C, pH 7,4)

Druhou metodou, kterou jsem pouZila ke sledovani interakce vybranych ptirodnich
antioxidantt s molekulou HSA, byla fluorescencni spektroskopie (metoda zhaseni
tryptofanové fluorescence). Méfeni jsem provadéla na luminiscenéni spektrofotometru
Perkin-Elmer LS 50B pii excita¢ni vlnové délce, ktera odpovida fluorescenci aromatické
aminokyseliny tryptofanu, tj. 295 nm (Lakowicz 1999). Emisni spektra jsem zaznamenavala
Vv rozsahu vlnovych délek 290 - 540 nm. Excita¢ni i emisni $térbinu jsem nastavila na 5 nm
a skenovani probihalo rychlosti 200 nm/minutu. K pfipravé zasobnich roztokl antioxidantt
jsem pouzila bezvody MeOH jako rozpoustédlo. Pfi experimentu byly navozeny fyziologické
podminky (teplota 37°C, pH 7,4).

Ziskand data jsem vyhodnotila Stern-Volmerovou analyzou. Sestrojila jsem
Stern-Volmerav diagram zhéaseni fluorescence tryptofanu v molekule HSA, ktery je vyjadien
jako zavislost poméru Fo/F na koncentraci antioxidantu. V dal$i analyze jsem vychazela
Z linearni cCasti kiivky (prvni Ctyfi piidavky antioxidantu). Vypocitala jsem dynamickou

zhaSeci konstantu Kg, a bimolekularni zhaSeci konstantu Ky Vytvorila jsem logaritmicky
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Stern-Volmerdv diagram zhaSeni fluorescence tryptofanu v molekule HSA a stanovila
vazebnou konstantu K, a pocet vazebnych mist n. Z namétenych dat jsem také sestrojila grafy
zavislosti intenzity fluorescence na emisni vinové délce. Tyto grafy znazornuji prabéh
fluorimetrické titrace HSA piislusnym antioxidantem. Z namétenych hodnot jsem stanovila
zhaseci podil Q a na zavér jsem vypocitala zménu Gibbsovy energie AG.

Rovnice, které jsem pouzila k vypoctu jednotlivych hodnot:
FO/F = 1 + KqTOC = 1 + stc

kde Fo [AU] je intenzita fluorescence samotné molekuly, F [AU] je intenzita fluorescence
Vv piitomnosti zhasece, ¢ [mol/l] je koncentrace zhasece, Ky [I/mol/s] je bimolekularni zhaseci
konstanta, Ksy, [I/mol] je dynamicka zhaseci konstanta (Ksv = Kqto) @ 70 [S] je doba dohasinani

fluorescence bez piitomnosti zhasedla (10°®s) (Yuan a kol., 2007).

(Fo-F)
log —F - lg Ka+ nlogc

kde Fo [AU] je intenzita fluorescence samotné molekuly, F [AU] je intenzita fluorescence
Vv ptitomnosti zhasece, ¢ [mol/l] je koncentrace zhasece, K, [I/mol] je vazebna konstanta a n je
pocet vazebnych mist (Min a kol., 2004).

AG = -RTInK,

kde R je molarni plynova konstanta (8,314 J/K mol), T je teplota [K] a K; je vazebna
konstanta [I/mol] (Lazni¢kova a Kubicek, 2001).

Q = (Fo - F)/ Fo

kde Fo [AU] je intenzita fluorescence samotné molekuly a F [AU] je intenzita fluorescence

Vv pfitomnosti zhaSece (Min a kol., 2004).
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5.2.2.1. Interakce HSA s apigeninem

Fluorimetricka titrace

Obrazek ¢. 35 znazoriiuje zhaseni fluorescence HSA zplsobené apigeninem.
Je patrné, ze intenzita fluorescence HSA postupné klesala se vzrustajici koncentraci tohoto
antioxidantu. Maximum fluorescence samotné molekuly HSA bylo pfi emisni vinové délce
347 nm, maxima fluorescence HSA s piidavky apigeninu vykazovala nejdiive mirny posun

vpravo (Cerveny posun), poté se vzrustajici koncentraci apigeninu vyraznéj$i posun vlevo

(modry posun), viz tabulka ¢. 13.

Tabulka €. 13: Zhéseci podil Q pfi rostoucich koncentracich apigeninu, vinova délka

maxima intenzity fluorescence v pribehu fluorimetrické titrace 4 uM HSA apigeninem.

¢ antioxidantu

vinova délka (nm)

M) ¢ antioxidantu/c HSA maxima intenzity Q (%)
fluorescence

0,0 0,000 347,0 0,00
2,5 0,625 348,5 6,55
5,0 1,250 348,0 11,69
7,5 1,875 347,0 18,25
10,0 2,500 347,0 27,32
12,5 3,125 345,5 37,87
15,0 3,750 345,5 47,97
17,5 4,375 341,0 54,14
20,0 5,000 340,5 60,41
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Obrazek ¢. 35: Fluorescen¢ni emisni spektra 4 uM HSA s rostouci koncentraci apigeninu
za fyziologickych podminek (37°C, pH 7.4) : (a) 0 uM, (b) 2,5 uM, (c) 5,0 uM, (d) 7,5 uM,
(e) 10,0 uM, (f) 12,5 uM, (g) 15,0 uM, (h) 17,5 pM, (i) 20,0 pM.

Stern-Volmerova analyza

Z obrazku ¢&. 32 vyplyva, Ze zavislost poméru Fo/F na koncentraci apigeninu byla
exponencialni, coZ naznaCuje, ze se jednalo o smiSené zhaSeni fluorescence.
Pro Stern-Volmerovu analyzu jsem zvolila prvni linearni ¢ast pouzitého rozsahu koncentraci.
Z rovnice pocatecni linearni ¢asti (viz obrazek ¢. 33) jsem vypocitala dynamickou zhaseci
konstantu Kg, = 4,03 x 10* /mol a bimolarni zhaseci konstantu Kq = 4,03 x 10% l/mol/s
(Kq=Ks/ 10; 0= 108 s). Vzhledem k tomu, Zze bimolekularni zhaSeci konstanta K pro systém
HSA-apigenin byla v&tsi neZ limitni difuzni konstanta Kgir (Kgir= 2,0 x 10* I/mol/s), hlavnim
mechanismem zhaSeni fluorescence bylo zhaSeni statické. Z rovnice logaritmického
Stern-Volmerova diagramu (obrazek ¢. 34) jsem ze zminéného linedrniho tseku kiivky
ziskala vazebnou konstantu K, = 1,84 x 10* I/mol a ze smérnice pfimky pocet vazebnych mist

n=1,03. Zména Gibbsovy energie AG byla - 25,404 kJ/mol.
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Tabulka ¢. 11: Data pro sestrojeni obrazku ¢. 32 Tabulka ¢. 12: Data pro sestrojeni obrazku

ac. 33. ¢. 34.
¢ antioxidantu = FolF log ¢ antioxidantu

(M) log[(Fo - F)/F] (uM)
0,0 440,695 (=F) 1,000 -1.154 0,398
2,5 411,830 1,070 -0,878 0,699
5,0 389,180 1,132 -0,651 0,875
75 360,290 1,223 -0,425 1,000
10,0 320,280 1,376
12,5 273,795 1,610
15,0 229,315 1,922
17,5 202,120 2,180
20,0 174,480 2,526

3,3

2,8
w 2,3
LLO

1,8

1,3

0,8 T T T T T T T T T T

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
koncentrace antioxidantu (uM)

Obrézek €. 32: Stern-Volmerv diagram zhaSeni fluorescence tryptofanu v molekule HSA
(4 uM) s rostouci koncentraci apigeninu (2,5 - 20,0 uM) za fyziologickych podminek (37°C,
pH 7,4).
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R2=10,96
0,8 T T T T T T T T T T

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
koncentrace antioxidantu (uM)

Obrazek €. 33: Stern-Volmertv diagram zhéaseni fluorescence tryptofanu v molekule HSA
(4 uM) s rostouci koncentraci apigeninu (2,5 - 20,0 uM) za fyziologickych podminek (37°C,

pH 7,4) rozdé€leny na 2 linearni Casti.

log[(Fo - F)/F]

y = 1,3159x - 1,7356
R2=0,97
'1,3 T T T T T T T

03 04 05 06 07 08 09 10 11
log c

Obrazek ¢. 34: Logaritmicky Stern-Volmertv diagram zhaSeni fluorescence tryptofanu
v molekule HSA (4 uM) s rostouci koncentraci apigeninu (2,5 - 10 uM) za fyziologickych
podminek (37°C, pH 7.,4).
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5.2.2.2. Interakce HSA s naringeninem

Fluorimetricka titrace

Zhaseni fluorescence tryptofanu v molekule HSA prostfednictvim naringeninu je
zobrazeno na obrazku ¢. 39. Z grafu lze vycist, Ze fluorescence HSA postupné klesala
srostouci koncentraci naringeninu. Maximum fluorescence samotné molekuly HSA
odpovidalo emisni vinové délce 349 nm, maxima fluorescence HSA s piidavky naringeninu

se viditeln€ posunula vpravo (Cerveny posun), viz tabulka ¢. 16.

Tabulka €. 16: ZhaSeci podil Q pii rostoucich koncentracich naringeninu, vlnova délka

maxima intenzity fluorescence pii fluorimetrické titraci 4 pM HSA naringeninem.

¢ antioxidantu vinova délka (nm)
(M) ¢ antioxidantu/c HSA maxima intenzity Q (%)
H fluorescence
0,0 0,000 349,0 0,00
2,5 0,625 349,0 12,94
5,0 1,250 349,0 26,44
7,5 1,875 350,0 34,54
10,0 2,500 351,0 45,55
12,5 3,125 351,5 54,76
15,0 3,750 352,0 62,69
17,5 4,375 353,0 73,01
20,0 5,000 354,0 76,29
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Obrazek ¢. 39: Fluorescen¢ni emisni spektra 4 uM HSA s rostouci koncentraci naringeninu
za fyziologickych podminek (37°C, pH 7.4) : (a) 0 uM, (b) 2,5 uM, (c) 5,0 uM, (d) 7,5 uM,
(¢) 10,0 uM, () 12,5 uM, (g) 15,0 uM, (h) 17,5 uM, (i) 20,0 pM.

Stern-Volmerova analyza

Zavislost poméru Fo/F na koncentraci naringeninu byla exponencialni (viz obrazek
¢. 36), coz znamena, ze se jednalo o smiSené zhaseni fluorescence. Pro Stern-Volmerovu
analyzu jsem zvolila prvni linearni ¢ast pouzitého rozsahu koncentraci. Z rovnice ptimky pro
pocatecni linedrni Cast (viz obrézek €. 37) jsem ziskala dynamickou zhéSeci konstantu
K= 8,93 x 10" I/mol a bimolekularni zhaseci konstantu Kq= 8,93 x 10" I/mol/s (Kq = Ks/ 1;
7 = 10° s). Vzhledem k tomu, Ze bimolekularni zhaeci konstanta Ky pro systém
HSA-naringenin byla vét§i nez limitni difuzni konstanta Ky (Kgir = 2,0 X 10%° I/mol/s),
hlavnim mechanismem zhaSeni fluorescence bylo zhaseni statické. Z rovnice logaritmického
Stern-Volmerova diagramu (viz obrazek ¢. 38) jsem z linearniho useku kiivky ziskala

vazebnou konstantu K, = 1,79 x 10* I/mol a ze smémice pfimky podet vazebnych mist

n =1,27. Zména Gibbsovy energie AG byla - 25,332 kJ/mol.

50



Tabulka ¢. 14: Data pro sestrojeni obrazku ¢. 36 Tabulka €. 15: Data pro sestrojeni obrazku

ac. 37. ¢. 38.
. . log ¢ antioxidantu
c ant(ll(ii/l[(;antu = Fo/F log[(Fo - F)/F] 9 )
-0,8280 0,398
0,0 430,470 (=Fo) 1,000 -0,4444 0,699
2,5 374,780 1,149 -0,2776 0,875
5,0 316,660 1,359 -0,0775 1,000
75 281,765 1,528
10,0 234,395 1,837
12,5 194,760 2,210
15,0 160,620 2,680
17,5 116,175 3,705
20,0 102,064 4,218
4,8
4,3 1
3,8
w 3,3
L 2,8 4
2,3 1
1,8
1,3
0,8 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
koncentrace antioxidantu (uM)

Obrazek €. 36: Stern-Volmerv diagram zhaSeni fluorescence tryptofanu v molekule HSA
(4 uM) s rostouci koncentraci naringeninu (2,5 - 20,0 uM) za fyziologickych podminek
(37°C, pH 7,4).
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Obrazek ¢. 37: Stern-VolmerGv diagram zhaseni fluorescence tryptofanu v molekule HSA
(4 uM) s rostouci koncentraci naringeninu (2,5 - 20,0 uM) za fyziologickych podminek
(37°C, pH 7,4), rozdéleny na 2 linearni ¢asti.

00 |
0,2
0,4
_0’6 |

log[(Fo - F)/F]

-0,8 A y=1,2713x - 1,3434

R?=0,99

'1,0 T T T T T

03 04 05 06 07 08 09 10 11
logc

Obrazek ¢. 38: Logaritmicky Stern-Volmerlv diagram zhaSeni fluorescence tryptofanu
v molekule HSA (4 uM) s rostouci koncentraci naringeninu (2,5 - 10 uM) za fyziologickych
podminek (37°C, pH 7,4).
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5.2.2.3. Interakce HSA s kaempferolem

Fluorimetricka titrace

Pti fluorimetrické titraci molekuly HSA kaempferolem dochazelo ke zhaseni
fluorescence tryptofanu v HSA. Se vzristajici koncentraci kaempferolu se postupné snizovala
intenzita fluorescence (viz obrazek ¢. 43). Maximum intenzity fluorescence samotné
molekuly HSA bylo 346,5 nm a toto maximum se s piidavkem kaempferolu vyrazné posunulo

vlevo (modry posun), viz tabulka ¢. 19.

Tabulka ¢. 19: Zhaseci podil Q pfi rostoucich koncentracich kaempferolu, vinova délka

maxima intenzity fluorescence pii fluorimetrické titraci 4 pM HSA kaempferolem.

¢ antioxidantu vinova délka (nm)
(M) ¢ antioxidantu/c HSA maxima intenzity Q (%)
H fluorescence
0,0 0,000 346,5 0,00
2,5 0,625 346,5 17,87
5,0 1,250 346,5 44,24
7,5 1,875 347,0 55,39
10,0 2,500 346,5 66,57
12,5 3,125 343,0 74,31
15,0 3,750 339,0 79,44
17,5 4,375 335,5 82,23
20,0 5,000 334,5 84,33
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Obrézek €. 43: Fluorescenéni emisni spektra 4 uM HSA s rostouci koncentraci kaempferolu
za fyziologickych podminek (37°C, pH 7.4) : (a) 0 uM, (b) 2,5 uM, (c) 5,0 uM, (d) 7,5 uM,
() 10,0 puM, (f) 12,5 pM, (g) 15,0 uM, (h) 17,5 uM, (i) 20,0 pM.

Stern-Volmerova analyza

Na obrazku ¢. 40 lze vidét, ze zavislost poméru Fo/F na koncentraci kaempferolu
byla téméf linearni, coZ znamend, ze zhaSeni fluorescence bylo dynamické nebo statické.
Pro Stern-Volmerovu analyzu jsem zvolila prvni linearni ¢ast pouZzitého rozsahu koncentraci
(stejné jako u ostatnich studovanych latek). Z rovnice pocatecni Casti grafu (viz obrazek €. 41)
jsem vypocitala dynamickou zhaseci konstantu Kg, = 2,31 X 10° I/mol a bimolekularni zhaseci
konstantu Kq = 2,31 x 10" lI/mol/s (Kq = Ke/ 10; 70 = 10 5). Vzhledem k tomu, e bimolarni
zhaseci konstanta Kq byla vétsi nez limitni difuzni konstanta Kgir (Kgir = 2,0 X 10% I/mol/s),
jednalo se pravdépodobné o statické zhaseni. Z rovnice logaritmického Stern-Volmerova
diagramu (viz obrazek ¢. 43) jsem z linearniho useku kiivky ziskala vazebnou konstantu
Ka= 5,48 x 10* I/mol a ze sm&rnice piimky pocet vazebnych mist n = 1,57. Zména Gibbsovy

energie AG byla - 28,227 kJ/mol.
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Tabulka ¢. 17: Data pro sestrojeni obrazku ¢. 40 Tabulka ¢. 18: Data pro sestrojeni obrazku

ac.4l1. ¢. 42.
¢ antioxidantu la[(Ex - EVE Ig c antioxidantu
-0,662
0,0 421,720 (=Fo) 1,000 0,66 0,398
-0,100 0,699
2,5 346,355 1,218
0,094 0,875
5,0 235,14 1,793 0.299 1.000
7,5 188,15 2,241 : :
10,0 140,975 2,991
12,5 108,342 3,893
15,0 86,713 4,863
17,5 74,934 5,628
20,0 66,092 6,381
8,3
6,8
53
L
w38
2,3
0,8
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
koncentrace antioxidantu (uM)

Obrazek ¢. 40: Stern-Volmertv diagram zhaSeni fluorescence tryptofanu v molekule HSA
(4 uM) s rostouci koncentraci kaempferolu (2,5 - 20,0 uM) za fyziologickych podminek
(37°C, pH 7,4).
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Obrazek ¢. 41: Stern-VolmerGv diagram zhaseni fluorescence tryptofanu v molekule HSA
(4 uM) s rostouci koncentraci kaempferolu (2,5 - 20,0 uM) za fyziologickych podminek
(37°C, pH 7.4), rozdé€leny na 2 linearni Casti.
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Obrazek ¢. 42: Logaritmicky Stern-Volmerlv diagram zhaSeni fluorescence tryptofanu
v molekule HSA (4 uM) s rostouci koncentraci kaempferolu (2,5 - 10 uM) za fyziologickych
podminek (37°C, pH 7,4).

56



6. DISKUZE

Flavonoidy jsou pfirozenou soucdsti potravy. Vyskytuji se zejména v ovoci, zeleniné
a v nékterych népojich (zeleny caj, vino). Podobné jako vSechny exogenni latky, které
vstupuji do téla, mohou i1 flavonoidy reagovat s celou fadou biomolekul vcetné proteind.
Potencialni vazba flavonoidi na bilkoviny miize ovlivnit pfirozenou funkci téchto bilkovin
V organismu, nebo byt zdrojem interakei s latkami, které vykazuji k témto bilkovinam afinitu.
Lidsky sérovy albumin je nejhojnéji zastoupeny protein krevni plasmy a je proto idedlni pro

studium interakci s flavonoidy.

Pfi prvnim experimentu jsem se pomoci UV-VIS absorp¢ni spektroskopie snazila
sledovat stabilitu vybranych pfirodnich antioxidantli (apigenin, naringenin, kaempferol)
Vv ¢ase za fyziologickych podminek (37°C, pH 7,4). Experiment probihal 28 dni a jednotlivé
vzorky jsem méfila v intervalech 0, 1 hodina, 1 den, 7 dni, 14 dni, 21 dni a 28 dni. Princip této
metody spociva v tom, Ze kazd4 zadand latka vykazovala v Cerstvé piipraveném roztoku
ur¢ité charakteristické¢ spektrum, které se ¢asem vice ¢i méné meénilo. Z téchto zmén lze
odhadnout miru nestability daného antioxidantu. Pro pfipravu zasobnich roztokl antioxidanti
jsem pouzila dvé rozpoustédla (bezvody MeOH a 20 mM NaOH). Zjistila jsem, Ze vybrané
antioxidanty se daleko snaze rozpoustély v bezvodém MeOH. Negativni vliv na jejich
rozpustnost v 20 mM NaOH ma pravdépodobné pomeérné vysoky podil pfitomné vody,
ve které jsou tyto flavonoidy téméf nerozpustné.

Je znamo, Ze vétSina flavonu (apigenin) a flavonolu (kaempferol) vykazuje
v UV-VIS oblasti dva hlavni absorp¢ni pasy. Pas I v rozmezi 320-385 nm reprezentuje kruh B
a pas II v rozmezi 250-285 nm reprezentuje kruh A (Rice-Evans a kol., 1996). Oba tyto pasy
jsem ve svych namétenych spektrech identifikovala, i kdyz u pasu I doslo u obou antioxidanti
k posunu horni vinové délky smérem vpravo. K takovym zménam muiZze snadno dojit vlivem
rozdilnych experimentalnich podminek nebo pouzitych chemikalii. V literatufe je také
popsano, ze absence 3-OH skupiny u flavoni se projevi na absorpénim spektru tak, Ze se
jejich pas I pfesune ke krat§im vinovym délkam nez u flavonoli (Rice-Evans a kol., 1996).
Tento posun jsem v namé&feném absorpcnim spektru apigeninu skute¢né zaznamenala.

Flavanony, které jsou monosubstituované na kruhu B (naringenin), jsou
charakteristické tim, ze v UV-VIS spektru vykazuji maximum pasu II pfiblizné pii vilnové
délce 270 nm. Pas I by se mél jevit jen jako raménko ve vinové délce 326 nm (Rice-Evans

a kol., 1996). V naméfeném spektru naringeninu bylo maximum pasu II jiz pii 238 nm, coz se

57



1i$1 od hodnot, které jsou uvedeny v literatufe. Opét mohou hrat roli rozdilné experimentalni
podminky nebo pouzité chemikalie. Pas I dosahl maxima pfi 320 nm, coz rdmcoveé odpovida
publikaci Rice-Evansové a kol. (1996).

Ze zvolenych antioxidanti se jako nejméné stabilni projevil kaempferol.
Jeho UV-VIS spektra totiz v pribéhu ¢asu vykazovala nejvétsi deformace. K nejvyraznéjsim
zménam dos$lo v prubéhu prvnich 7 dnti. V ¢asovém intervalu 14 az 28 dni byl ve spektrech
kaempferolu patrny tzv. isosbesticky bod, ktery naznacuje pfitomnost rovnovazného systému.
Pro bliz8i charakterizaci tohoto systému ale neni zvolena metoda dostate¢na. Apigenin

a naringenin byly v pribéhu tohoto experimentu stabilni.

Vysledky prvniho experimentu prokdzaly, Ze kaempferol je pomérné nestabilni
antioxidant. Tim vznikl ndmét na druhou ¢ast stabilitni studie, ve které jsem se snazila najit
vztah mezi stabilitou a teplotou uchovavani zasobnich roztokd antioxidantti. Pro Gplnost jsem
do pokusu zahrnula i apigenin a naringenin, ackoliv se v pfedeslém experimentu projevily
stabilng.

Pomoci UV-VIS absorpéni spektroskopie jsem tedy sledovala stabilitu antioxidanti
Vv zavislosti na tfech riznych teplotach uchovavani (-20°C, 4°C, 25°C). Méteni jsem provedla
jednorazové po uplynuti 28 dni. Kaempferol se v bezvodém MeOH jevil za téchto teplot
uchovavani na rozdil od prvniho experimentu (37°C) stabilné. Vliv teploty na stabilitu byl
(-20°C) je zasobni roztok této slouceniny stabilni. Absorp¢ni spektrum roztoku kaempferolu
uchovavaného pii -20°C bylo totiz v porovnani se spektrem cCerstvého roztoku prakticky
nezménéné, zatimco u zbylych dvou teplot doslo ve spektrech k posuniim maxim absorbance.

U apigeninu ani naringeninu neovlivnily pouzité teploty jejich stabilitu.

Ptesto, Ze se antioxida¢nimu potencidlu flavonoidli vénovalo jiz mnoho studii,
0 jejich chovani in vivo je stale pomérné malo poznatkt. Vzhledem k tomu, Ze vazba latek
na plasmatické proteiny ovliviiuje jejich biodostupnost v organismu, je potencialni interakce
flavonoid s HSA dtlezitym farmakokinetickym parametrem téchto antioxidantt.

Interakci vybranych ptirodnich antioxidantti (apigenin, naringenin, kaempferol) jsem
nejprve pozorovala pomoci UV-VIS absorpéni spektroskopie za fyziologickych podminek
(37°C, pH 7,4). K ptiprave roztokll antioxidantl jsem pouzila opét obé€ rozpoustédla (bezvody
MeOH a 20 mM NaOH). Experiment probihal 28 dni a intervaly méfeni byly 0, 1 hodina,
1 den, 7 dni, 14 dni, 21 dni a 28 dni.
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Samotna molekula HSA se v pribéhu 28 dni neménila, coz vyplynulo z totoznych
absorpc¢nich spekter ve vSech Casovych intervalech. Spektra HSA vykazovala dvé maxima.
Prvni maximum odpovidalo 240 nm (v pasu 225 az 248 nm), druhé bylo pii 276 nm (v pasu
250 az 302 nm). Nejvyznamnéjs$imi chromofory v molekule HSA jsou tryptofan (295 nm)
atyrosin (275 nm), minoritnd pfispiva fenylalanin (260 nm) (Svehlova, 2007). Je tedy
pravdépodobné, ze pas 250 az 302 nm v naméfeném spektru odpovidal tryptofanu, zatimco
pasu 225 az 248 nm odpovida tyrosin a fenylalanin.

Absorpéni spektra interakce HSA s vybranymi antioxidanty se od absorp¢nich
spekter samotné molekuly HSA vyrazné liSila. Zmény, které pii interakci ve spektrech
nastaly, m€ly spole¢né znaky u vSech tii antioxidanti. Doslo ke zvySeni absorbance a ke
vzniku novych absorpénich past, které vzdy ramcové odpovidaly nékterému z pési
Vv absorpcnim spektru samotného antioxidantu. Z této skutecnosti Ize usuzovat, ze dochazelo
k interakci mezi molekulou HSA a antioxidanty. V absorp¢nich spektrech interakce HSA
s naringeninem se objevil isosbesticky bod, ktery miize znamenat pfitomnost rovnovazného

systému vazané a nevazané formy HSA s naringeninem.

Na vSech vyse uvedenych absorpénich spektrech byly patrné fluktuace hodnot
absorbance, coz mohlo byt zptsobeno nedokonalym utésnénim vzorkl parafilmem, pfilis

pomalou manipulaci se vzorky, nebo nedokonalym vymytim/vysuSenim kyvety, atd.

Druhou metodou, kterou jsem pouZila ke sledovani interakce vybranych ptirodnich
antioxidantt s molekulou HSA, byla fluorescencni spektroskopie (metoda zhaseni
tryptofanové fluorescence). Tato metoda poskytuje informace o zménach v okoli fluoroforu,
ktery se vyskytuje v dané molekule. Fluorescence HSA je zpusobena pfitomnosti 18 zbytkl
tyrosinu a 1 zbytku tryptofanu. Dominantni fluorescenci tryptofanu lze selektivné excitovat
pii excita¢nich vinovych délkach 295 az 305 nm (FiSar, 2004). Proto jsem méfeni provadela
pii excitani vinové délce 295 nm. Kvili jiz vySe zminéné obtizné rozpustnosti vybranych
antioxidanti v 20 mM NaOH jsem pro tento experiment jako rozpoustédlo zvolila pouze
bezvody MeOH.

Nejdiive jsem postupné provedla fluorimetrické titrace HSA zvolenymi
antioxidanty, které samy o sobé nemaji schopnost fluorescence. Vysledky prokazaly,
ze intenzita fluorescence HSA postupné klesala se vzrlstajici koncentraci téchto antioxidantt
(dochazelo ke zhaseni fluorescence). Zhaseni fluorescence miize indikovat, ze doslo k vazbé

antioxidantli na HSA, coz by zéaroveil znamenalo zménu terciarni struktury HSA a zménu
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prostiedi v okoli tryptofanu (Min a kol., 2004). Ptfi zhaseni fluorescence apigeninem
a kaempferolem dochazelo k posuntim vinovych délek vlevo (modry posun), které jsou
zpusobeny snizenim hydrofility v okoli tryptofanu v molekule HSA. Ke stejnému vysledku
u kaempferolu dospél i Xiao a kol. (2008), ktery se zabyval interakci kaempferolu s BSA
(hovézi sérovy albumin). Pti zhaSeni fluorescence naringeninem byl naopak viditelny posun
vlnovych délek vpravo (Cerveny posun), ktery byl zpiisoben zvySenim hydrofility v okoli
tryptofanu v molekule HSA. Tento vysledek je v rozporu s vysledkem studie Zhang a kol.
(2008), ktery m¢l ovSem rozdilné experimentalni podminky (zejména nizsi teplota, sloZeni
pufru, pouzité chemikalie).

Blizsi informace o interakci HSA s antioxidanty poskytla nasledna
Stern-Volmerova analyza. Zavislost podilu intenzit fluorescence Fo/F na koncentraci
apigeninu i naringeninu byla exponencialni, coz znamena, Ze tyto antioxidanty zhasely
tryptofanovou fluorescenci kombinovanym mechanismem (dynamicky i staticky). Zavislost
podilu intenzit fluorescence Fo/F na koncentraci kaempferolu byla téméf linearni, coz
naznacuje, ze kaempferol zhasi HSA bud’ staticky nebo dynamicky.

Pro dalsi objasnéni zhéaSecitho mechanismu jsem u vSech antioxidantli vychazela
z pocatecni linearni  Casti  Stern-Volmerova diagramu (koncentrace antioxidanti
2,52z 10,0 uM). Sestrojila jsem logaritmicky Stern-Volmeriv diagram a vypocitala
bimolekularni zhaSeci konstantu Kg. Vzhledem k tomu, Ze tato konstanta byla u vSech tii
antioxidantll vys$$i nez limitni difuzni konstanta Ky, bylo hlavnim mechanismem zhaSeni
fluorescence v daném rozsahu koncentraci zhaSeni statickeé.

Na zakladé tohoto zjisténi jsem vypocitala vazebné parametry antioxidantt. Velikosti
vazebnych konstant K, jednotlivych antioxidanti vySly v klesajicim  potadi
kaempferol > apigenin > naringenin. Nejvétsi vazebna konstanta K, byla tedy zjisténa
u kaempferolu. Pfi porovnani jeho struktury se strukturou apigeninu lze odvodit, ze 3-OH
skupina kaempferolu pravdépodobné vedla k vyraznému zvyseni afinity tohoto antioxidantu
k HSA. Porovnanim vazebné konstanty apigeninu a naringeninu lze analogicky dojit k zavéru,
ze 2,3 nenasyceny kruh C zfejmé mirn€ zvysuje afinitu apigeninu k HSA. Pro nejvyssi afinitu
kK HSA se tedy v ramci vybranych antioxidanti zda byt nejvyhodnéjsi kombinace 3-OH
skupiny spolecné¢ s 2,3 nenasycenym kruhem C v molekule kaempferolu, pfi¢emz hlavni
vyznam ma pravdépodobné 3-OH skupina.

Vztahem mezi strukturou flavonoidii a velikosti vazebné konstanty se ve své praci
zabyval naptiklad Xiao a kol. (2008), ktery zjistoval, jakou roli hraje rozdilna hydroxylace

kruhu B u vybranych flavonolil pii jejich interakci s hovézim sérovym albuminem. Velikosti
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vazebnych konstant v jeho experimentu vySly u zvolenych zastupci v potfadi
myricetin > kvercetin> kaempferol> galangin, coz znamena, ze afinita flavonold k BSA rostla
se zvysujicim se po¢tem hydroxylovych skupin na kruhu B.

Velikosti zhaSecich konstant K jednotlivych antioxidant vysly v klesajicim potadi
kaempferol > naringenin > apigenin, coz potvrzuje dulezitost 3-OH skupiny kaemferolu pfi
procesu zhaseni.

Ze zhasecich podili Q jednotlivych antioxidant vyplynulo, Ze jejich schopnost
ménit sekundarni strukturu HSA klesa v potadi kaempferol > naringenin > apigenin. Zména
Gibbsovy energie AG byla u vsech zvolenych antioxidantd mensi nez nula, coz znamena,

ze K jejich vazbé na HSA dochazelo spontanné.
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7. SHRNUTI

Apigenin i naringenin byly v priibéhu ctyitydenniho experimentu za fyziologickych
podminek stabilni v obou rozpoustédlech (bezvody MeOH, 20 mM NaOH). Kaempferol byl
naopak v obou rozpoustédlech nestabilni, pficemz k nejvétsim zménam v jeho UV-VIS
spektrech doslo v priabéhu prvnich sedmi dni. VSechny zminéné antioxidanty jsou vzhledem
k vysokému obsahu vody v 20 mM NaOH v tomto rozpoustédle obtizn¢ rozpustné.

Stabilita apigeninu a naringeninu v obou rozpoustédlech nebyla ovlivnéna
rozdilnymi teplotami uchovavani (-20°C, 4°C, 25°C), oba zminéné antioxidanty byly
pti vSech teplotach stabilni. Kaempferol rozpuStény v bezvodém MeOH se také pii
zminénych teplotach choval stabiln¢. U kaempferolu, ktery byl rozpustény v 20 mM NaOH,

Samotnd molekula HSA byla v pribéhu ctyftydenni inkubace ve fyziologickych
podminkach stabilni. Na UV-VIS absorpcnich spektrech interakce HSA s jednotlivymi
antioxidanty se objevily nové absorp¢ni pasy, které vzdy ramcové odpovidaly nékterému
Zpasu v absorpnim spektru samotného antioxidantu. Tato skute¢nost poukazuje
na pravdépodobnou interakci HSA s antioxidanty.

Fluorimetricka titrace HSA jednotlivymi antioxidanty prokézala, Ze tyto antioxidanty
zhaseji tryptofanovou fluorescenci HSA. Fluorescence HSA klesala postupné se vzrustajici
koncentraci vSech antioxidanti. V emisnich spektrech HSA dochazelo v pribéhu titrace
K mirnym posunim vlnovych délek: u titrace apigeninem a kaempferolem vlevo (tj. doslo
ke snizeni hydrofility v okoli tryptofanu v molekule HSA), u titrace naringeninem vpravo
(tj. zvyseni hydrofility v okoli tryptofanu v molekule HSA).

Z nasledné Stern-Volmerovy analyzy vyplynulo, Ze v rozsahu koncentraci
antioxidanti 2,5 az 10 uM, dochazi u vSech vybranych antioxidantl ke statickému typu
zhaseni, pfi kterém se po kontaktu fluoroforu a zhasedla vytvari nefluoreskujici komplex.
Velikosti vazebnych konstant K, jednotlivych antioxidanti klesaly v potadi
kaempferol > apigenin > naringenin. Porovnani vypocitanych vazebnych konstant Kj,
antioxidanti v kontextu s jejich strukturou ukazalo, ze 3-OH skupina (kaempferol) vyrazné
zvysuje afinitu tohoto antioxidantu k HSA. 2,3 nenasyceny kruh C (apigenin, kaempferol) se

pravdépodobné pouze mirn€ podili na zvySeni afinity k HSA.
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Podle zhaSeciho podilu Q vybrané antioxidanty ménily sekundédrni strukturu HSA
Vv nasledujicim potadi: kaempferol > naringenin > apigenin. Zaporné zmény Gibbsovy energie
antioxidantli AG svédc¢i o tom, Ze interakce vSech tii antioxidantii s molekulou HSA probihala

spontanng.
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