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Abstrakt

Zelezo je prvek nezbytny pro Zivot bunék. Nebezpeény pro organismus méze byt jeho
nedostatek, ale i nadbytek. Proto jeho hladiny musi byt peclivé regulovany. Nej¢astéjsi
priinou pretizeni zelezem je jeho nadbytecny pfivod. K nadbytku dochazi zejména pfi
Castém podavani transfuzi nebo pfi hematologickych onemocnéni. Toxicita zeleza je
zaloZzena na schopnosti katalyzovat tvorbu volnych radikall, které modifikuji bunééné
makromolekuly a zplsobuji tak poskozeni tkani. PFi pretizeni organismu Zelezem je

racionalni terapii pouzivani chelatort zeleza.

Chelatory zeleza jsou molekuly rGzné struktury vazici zelezo, které je posléze
eliminovano z organismu a brani tak akumulaci Zeleza ve tkanich. PouZivaji se
zejména pfi intoxikaci, ale nékteré maji vyuziti i v jinych indikacich. Pozornost je
vénovana zejmeéna jejich potencialni aplikaci v |éEbé neurodegenerativnich

onemocnéni a nadoru.

Existuje cela fada postupl ke stanoveni hladin zeleza. Pro stanoveni chelatace
zeleznatych iontll se da uspésné pouzit ferrozinova metoda. Tato metodika ale neni
pouzitelna pro pfimé stanoveni chelatace zelezitych iontl. Ta se da stanovit mj. pfimou
spektrofotometrii. Ferrozinovou metodou nelze také pfesné urcit chelataéni pomér

sloudenina:zelezo.

Cilem této prace byla snaha o vytvofeni a standardizaci screeningové metodiky ke
stanoveni schopnosti riznych latek chelatovat Zeleznaté a Zelezité ionty pomoci
spektrofotometrie. Sou€asné v pfipadé pozitivity, tj. schopnosti latky chelatovat Zelezo,

meéla umoznit stanoveni stechiometrického poméru komplexu.

Byly vyvinuty nové modifikované in-vitro metody pro zjisténi Zelezo-chelataCnich
vlastnosti pfi riznych pH (4,5, 5,5, 6,8 a 7,5) pfimou UV-VIS spektrofotometrii. Aktivni
slouCeniny vytvareji komplexy s Zeleznatymi/Zzelezitymi ionty, které maji odliSné
absorpéni maximum, nez puvodni slou€enina. Nejjednodussi méfeni predstavuje
zaznam absorbance v absorpEnim maximu komplexu. Tato metodika je uziteCna pouze
v omezenych pfipadech, kdy je rozdil mezi absorpénim maximem Ccisté latky a jejiho
komplexu velky. Ve vétsiné pfipadl (kdy rozdil mezi absorp&nim maximem Cisté latky a
jeho komplexu s Zelezem je maly) je zapotiebi sofistikovangéjSi metody zalozené na

hodnoceni molarniho absorp€niho koeficientu testované latky a jejiho komplexu.

Zmeéfené stechiometrické poméry u znamych chelator (deferipron, 8-hydroxychinolin)
se shoduji s dostupnymi literarnimi zdroji a ukazuji tak na spravnost pouZité metodiky.

V pfipadé flavonoidl se ruzné prace lisi ve vyslednych stechiometrickych pomérech.
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Proto je tato metoda slibnym pfistupem pro stanoveni Zzelezo-chelatacni aktivity zvlasté
flavonoidd. Jako modelovy pfiklad byl vybran kvercetin. Byly u n&j s vyjimkou pH 4.5,
kdy kvercetin nechelatoval Zeleznaté ionty, nalezeny pfi vSech dalSich

experimentalnich podminkach komplexy se stechiometrii 1:1.



Abstrakt v angli¢tiné

Iron is an essential element for living cells. Dangerous for the organism can be its lack
and abundance as well. Therefore, its level must be meticulously regulated. The most
common cause of iron overload is the excess supply. The iron overload is mainly
brought about frequent use of transfusion or hematologic diseases. Iron toxicity is
based on the ability to catalyze the formation of free radicals that modify cellular
macromolecules and cause tissue damage. The use of iron chelators is therefore a
rational therapy of iron overload conditions.

Iron chelators are molecules with different structures sparing the ability of iron binding,
which results in iron elimination from the organism and prevent iron accumulation in
tissues. It is mainly used for intoxication, but some of them are also used in other
indications. Attention is paid to the chemotherapy and the treatment of
neurodegenerative diseases.

There are many methods for determination of iron levels. Ferrozine method can be
successfully used for the assessment of ferrous ions chelation. But this methodology is
not applicable for the direct determination of the chelation of ferric iron ions. That can
be provided by direct spectrophotometry. Ferrozine method cannot also accurately
determine the complex ratio of the chelating compound:iron.

The aim of this work was to create and standardize screening methodology for the
determination of the ability of different compounds to chelate iron by
spectrophotometrical approach. At the same time in case of positivity, i.e. the ability of
a tested compound to chelate iron, should allow the determination of stoichiometric
ratio of the formed complex.

They have developed new modified in vitro methods to detect iron-chelating properties
at different pH (4.5, 5.5, 6.8 and 7.5) by direct UV-VIS spectrophotometry. Active
compounds form complexes with ferrous/ferric ions, which have different absorption
maximum, than the original compound. The simplest measurement is the recording of
absorbance at absorption maximum of the complex. This methodology is useful only in
limited cases where the difference between the absorption maximum of pure
substances and its complex is large. However in most cases (the difference between
the absorption maximum of pure substances and its complex with iron is small), this
requires more sophisticated methods based on the evaluation of the molar absorption
coefficient of the test substance and its complex.

Stoichiometric ratios measured for known chelators (deferiprone, 8-hydroxyquinoline) is
consistent with the available literature sources and demonstrate the correctness of the

methodology used. In the case of flavonoids, available studies differ published



stoichiometric ratios. Therefore, this method is a promising approach for the
determination of iron-chelating activity of flavonoids in particular. Quercetin was chosen
as a model compound. It was shown that quercetin with the exception of pH 4.5, when
guercetin didnot chelate iron ions, formed complexes with 1:1 stoichiometry in all other

experimental conditions.



1.Uvod

Zelezo je stopovy prvek nezbytny pro vyvoj a vznik &ervenych krvinek, oxidativni
metabolismus a bunécné imunitni odpovédi. Jeho hladiny vS8ak musi byt peclivé
regulovany, nebot jeho nedostatek a zejména jeho prebytek mohou byt pro
organismus nebezpeéné. Bunécny nedostatek Zeleza zastavi rlst bunék a nakonec
vede k bunééné smrti. Nadbytek Zeleza v organismu je spojen s tvorbou kyslikovych

radikald.

V lécbé pretizeni zelezem se uplatiuji zejména chelatory Zeleza. Chelatory jsou latky
rizné struktury, které vytvareji komplexy s ionty tézkych kovu, a tim eliminuji jejich
toxicitu. Dosud nejpouzivanéjSim chelatorem Zeleza je desferoxamin. Chelatacni Ié¢ba
je dulezita v terapii u pacientd s chronickou transfuzni lé¢bou zejména u pacientd
s thalassemii. Kromé lécby intoxikaci maji chelatory vyuziti i v jinych indikacich. V
budoucnu se o¢ekava jejich vyuziti zejména v terapii nadorl a neurodegenerativnich

onemocneéni.
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2. Teoreticka cast
2.1. Zelezo

2.1.1. Fyziologie zeleza

Zelezo je nezbytnym esencialnim prvkem pro prakticky vSechny Zivé burky. Je
soucasti mnoha proteind zastavajicich klicové funkce ve fyziologickych procesech,
jako je transport kysliku, respirace, syntéza DNA, regulace buné¢ného cyklu a mnohé
dalsi (1). Volné zelezo je velmi reaktivni a jeho nadbytek muze vést k poskozeni tkani
a organd. Naopak bunéény nedostatek zeleza zastavi rlist bunék a nakonec vede
k bunééné smrti. Protoze neexistuje mechanizmus vyluCovani zeleza z téla, je jeho
absorpce ve stfevé za fyziologickych okolnosti pfisné regulovana. Pokrok v
metodologickych pfistupech umoznil identifikaci mnoha gent a proteind podilejicich se
na absorpci zeleza a pochopeni zakladnich procesll jeho pfijmu, transportu a
skladovani na bunécné urovni. Pfesto vSak stale nejsou nékteré pochody uplné
objasnény. Mnoho nejasného zlstava hlavné v otazce regulace pfijmu zeleza v
zavislosti na potfebach organizmu. Poruchy metabolizmu Zeleza, jak ve smyslu jeho
deficitu, tak nadbytku, jsou pomérné Castym onemocnénim. Rostouci znalosti o
fyziologickém metabolizmu Zeleza mohou byt vyuzZivany v diagnostice pfi preventivnim

screeningu nebo pfi stanoveni u€innosti terapie (2).

NejdulezitéjSi vlastnosti Zeleza, pro které je nezbytnou soucasti mnoha enzymd, je
jeho schopnost darovat a pfijimat elektron, tj. schopnost konverze mezi Zzeleznatymi a
zelezitymi formami. Nicméné tato uziteCna funkce muze byt nebezpecna za uritych

podminek, protoZe Zelezo je také znamé vytvaret volné radikaly.

Zelezo mlze existovat ve dvou forméach, jako tzv. hemové (organické) Zelezo nebo
nehemové (anorganické) zelezo. Dvojmocné Zelezo se oxiduje na trojmocné pfi styku

s vodou nebo kyslikem (3).

Nehemové Zzelezo je absorbovano prevazné jako zelezo dvojmocné (4). Trojmocné
zelezo musi byt tedy redukovano na dvojmocné v kyselém prostfedi Zaludku. Tato
pfeména je realizovana na apikalni membrané (5) pomoci na hemu zavislé zelezité
reduktazy — duodenalniho cytochromu b (6). Po konverzi jsou Zeleznaté ionty
pfepravovany pfes apikalni membranu pomoci dvojmocného kovového transportéru
(ang. divalent metal transporter, DMT-1). Hlavnim mistem absorpce Zzeleza je
proximalni ¢ast duodena, kde v enterocytech muze byt dvojmocné Zelezo zpét

oxidovano na Zelezo trojmocné, které se poté vaze na protein apoferritin za vzniku
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ferritinu. Ferritin je hlavni zasobni forma Zeleza v organismu. Zelezo mGze byt kromé
uskladnéni ve feritinu také vyplaveno ze zminénych mukdznich bunék do krve, kde je
vazano na svUj transportni protein transferin, sjehoz pomoci se Zelezo dostava do
jater, sleziny a kostni dfené, kde je opét skladovano ve formé feritinu (5). Za eflux
Zeleza z bunky je zodpovédny ferroportin. Ferroportin je basolateralni exportér Zeleza,
ma pravdépodobné i funkci reduktazy, jejiz vliv na transport Zeleza neni jednoznaény
(7). Jesté pred navazanim na transferin, musi byt totiz dvojmocné zelezo zoxidovano
na trojmocné, tento déj je zprostfedkovana enzymatickym proteinem haephastinem.
Rychlost absorpce zeleza je fizena pomérem apoferritinu k feritinu v mukoéznich
bunkach. Jestlize je mnozstvi ferritinu nizké, je absorpce zeleza usnadnéna, a naopak.
Inhibice absorpce zeleza, jsou-li zasoby ferritinu saturované, se nazyva mukozni
blokada (4).

Vychyt Zeleza bunkou se uskute€niuje pomoci specifickych receptort pro transferin
(transferinovy receptor 1 TfR1). Cely komplex je poté endocytézou transportovan
dovnitf bunky. Uvnitf v endosomu se diky okyseleni ATP-dependentni protonovou
pumpou nasledné uvolfiuje Zelezo, transferin a TfR1 z komplexu. Zelezité ionty jsou
redukovany na Zeleznaté, protoZe pouze Zeleznaté ionty mohou byt transportovany

pomoci vyse uvedeného DMT-1 pfes endocytarni membranu do cytoplasmy (8).

Celkové mnozstvi Zeleza v organismu kolisa od 2 do 6 g. Mnozstvi Zeleza v téle €ini 50
mg/kg u muzli a 40 mg/kg u Zen. Nejvétsi mnozstvi Zzeleza je uloZeno v cirkulujicich
erytrocytech (1,8 g), parenchymatickych jaternich burikach (1 g), retikuloendotelialnich
makrofazich (0,6 g), kostni dfeni (0,3 g) a svalech (0,3 g) (9).

Obsah Zeleza v organismu se snizuje pfiblizné o 0,5-1,0 mg/den u muzi a az o 2
mg/den u menstruujicich zen, coz je nasledek ztraty Zzeleza v burikach, které jsou vdak
ihned opét nahrazovany. Jedna se o epidermalni buriky kize, vlas a nehtl, mukézni
bunky gastrointestinalniho a respiraCniho traktu a epitelialni bunky mocCového a

pohlavniho ustroji.

Denni pfijem Zeleza zavisi na potravé. V normalni evropské a severoamerické dieté je
pfitomno primérné 15-20 mg Zeleza. Z tohoto mnozstvi se absorbuje 0,5-2 mg, cozZ je
mnozstvi dostate€né pro pozadavky muzl, netéhotnych Zen a déti. Samoziejmé
relativni potfeba déti je vysSSi, pokud jsou pozadavky prepocCitany na jednotku
hmotnosti. Pfirozenym zdrojem Zeleza je zelenina (4). Absorpce se mUze zfidka zvySit i
nad 6 mg (8).
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Jak jiz bylo dfive uvedeno, lidé nemaji zadny zvlastni mechanismus pro vylu€ovani
Zeleza. Zelezo se vyluuje pouze odlupovanim erytrocytd nebo menstruaénim
krvacenim. Vylou€ena €ast zpravidla odpovida absorbovanému mnozZstvi, které je
obvykle 0,5 az 2 mg/den. Jak je uvedeno vyse, vétSina Zeleza je ulozena v Eervenych
krvinkach. Na konci jejich Zivota, jsou €ervené krvinky fagocytovany specializovanou
populaci retikuloendotelidlnich makrofagu. Degradace hemoglobinu uvolni Zelezo,
které se pak vrati do obéhu vazbou na transferin. Transferin pak distribuuje zelezo
viéle a dodava ho do zelezo vyzadujicich bunék, pfednostné opét pro syntézu

hemoglobinu (7).

2.1.2. Patologické stavy spojené primarné s zelezem

2.1.2.1. Nedostatek zeleza

V nékterych Castech svéta (napf. rozvojové zemé Afriky) je uréita deficience zeleza
spiSe normou nez vyjimkou. Plati to pfedevS§im o détech a Zenach ve fertilnim véku,
kde pozadavky nejsou kryté potravou. Pfi menstruaci se ztraci 17,5 mg Zeleza
mésicné. U mnoha Zen jsou vSak ztraty mnohem vétSi, a pak dochazi k anémii ze
ztraty Zeleza. K menSim ztratam krve dochazi i béhem porodu. Proto pozadovany
pfijem Zeleza v potravé by mél byt dvakrat az tfikrat vy$S$i, neZ je norma. Spatné
vstiebavani napf. pfi nemocech traviciho traktu rovnéz muize vést k nedostatku zeleza
v organismu. Také chronické krvaceni je Castou pfiinou negativni bilance Zeleza.
Ktémto ztratam dochazi v mirném klimatu pfi chronickém krvaceni z nosu,
z hemoroidl nebo ze sliznice Zaludku, jak tomu muze byt i pfi chronickém uzivani
nesteroidnich antiflogistik. V tropickém klimatu muze dojit k anémii pfi krvaceni
v disledku napadeni méchovci. V nékterych zemich je Zelezo pfidavano do mouky
nebo do chleba. Anémie z nedostatku Zeleza (tzv. anemicky syndrom) zahrnuje pocit
slabosti, Unavu, bolesti hlavy, nevykonnost a namahovou dusnost. Pacienti jsou bledi a
vykazuji zndmky tzv. koilonychie (tenké konkavni nehty na prstech) a stomatitidy
(zanét jazyka a sliznice dutiny ustni). Klé¢Ebé tohoto typu anémie je uzivana

suplementace Zeleza v peroralni nebo parenteralni formé (4).

2.1.2.2. Nadbytek zeleza

Nadbytek Zeleza je pro organismus Skodlivy stejné jako nedostatek Zeleza.
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Pretizeni Zelezem muze vést k zavaznému postizeni organt v disledku hromadiciho
se toxického Zeleza. NejCastéjsi pficinou pretizeni Zelezem je jeho nadbyteény pfivod,
jako je tomu pfi dédicné hemochromatéze a u nemocnych s anémii s hyperplastickou
inefektivni erytropoézou dependentnich na podavani transfuzi krve (thalasemie,
myelodysplasticky syndrom). V diagnostice nadbytku Zeleza se uplatiuji laboratorni
metody (hladina feritinu v séru, saturace transferinu), invazivni metody (jaterni biopsie)
a neinvazivni metody kvantifikujici mnozstvi zeleza v jatrech ¢i myokardu (nuklearni
magneticka resonance). Klinické pfiznaky povétSinou odrazeji hromadéni

nadbyte¢ného zeleza v organech.

Soli zeleza maji adstringentni ucinek, ¢imz zpusobuji podrazdéni sliznice v travicim
ustroji. Castymi nezadoucimi Gginky jsou nauzea, zvraceni, prijem, nebo naopak
zacpa, které se objevuji az u 15% pacientu. Drazdivy uc€inek peroralniho zeleza je
snizen, pokud se uziva pfi jidle, ale zaroven je sniZzena i absorpce Zeleza. Pfi podavani
prilis vysokych davek soli Zeleza dochazi obvykle k poskozeni mukdznich bunék, coz
ma za nasledek bolest v epigastriu a krvaceni do zaludku ¢i duodena. Nasledna
nekréza mukozni membrany muze vést k perforaci stfevni stény. PoSkozena sliznice
traviciho Ustroji neposkytuje obvyklou bariéru a absorpce zeleza se mlze podstatné

zvysit.

Nadbytek zZeleza v portalni vendzni krvi mlize nasledné pusobit nekrotické zmény
jaternich bunék. Chronické podavani pfilis velkého mnozZstvi Zeleza muze vést
k sekundarni hemosiderdze, kdy jsou veSkeré zasoby Zeleza v organismu saturované
a nadbytecné Zelezo se akumuluje v jatrech, pankreatu, Zlazach s vnitini sekreci,
v srdci s naslednou toxicitou. Hemosider6za musi byt |éCena nejlépe opakovanou

flebotomii. Nékdy je tfeba odebirat tydné 500 ml krve po dobu az dvou let (4).

Zakladem |éCby pretizeni Zelezem je vCasné podavani dostateCné vysoké davky
chelatoru po dostateCné dlouhou dobu. Jako chelator, vtomto pfipadé vlastné
antidotum, se nejCastéji pouziva deferoxamin (4). V souCasné dobé se v |éCbé uplatnuji
i peroralni chelatory, jejichZ uc€inek je srovnatelny s u¢inkem desferioxaminu. Jedna se

zejména o deferiprone a v posledni dobé téz o deferasirox (2).

2.1.2.3. Toxické vlastnosti zeleza

Jak jiz bylo feCeno, hladiny Zeleza v organismu musi byt peclivé regulovany.

Schopnost Zeleznatych iontd odevzdavat elektrony a Zelezitych iontl elektrony pfijimat,
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je nezbytnou souc¢asti mnoha reakci pfi mnoha biochemickych pochodech a fadi tak

Zelezo k esencialnim prvkam.

Zelezo muZe za aerobnich podminek snadno katalyzovat vznik Skodlivych reaktivnich

forem kysliku (ROS, angl. reactive oxygen species) (10).
Fe*" +H,0, — Fe*" ++OH + OH"

Dulezité je, ze ROS jsou nevyhnutelnymi vedlejSimi produkty aerobniho dychani a
objevuji se v mitochondriich. ROS mohou byt také generovany v prubé&hu enzymatické
reakce v jinych subcelularnich kompartmentech, jako v peroxisomech,
endoplazmatickém retikulu, nebo cytoplasmé. DalSim zdrojem muUze byt také NADPH-
oxidazovy komplex, ktery je dulezitou soucasti antimikrobialni obrany organismu.
Vytvari velké mnoZstvi superoxidu pfi ,oxidativnim vzplanuti®, ktery se pak spontanné
pfeménuje na peroxid vodiku. Produkty této reakce pak umoziuji vznik dal§im
oxidantim jako je peroxynitrit (ONOQO™) nebo chlornan (OCI"), ktefi nasledné jesté

zvySuji cytotoxicitu.

Redoxni aktivita Zzeleza katalyzuje vznik nejen hydroxylovych radikalu, ale také dalSich
reaktivnich forem, jako napfiklad peroxylovych (ROOS), alkoxylovych (ROS),
thiylovych (RS), nebo thiyl-peroxylovych (RSOOS) radikal (10).

Fe”* + ROOH — Fe* + OH™ + RO
Fe* + ROOH — Fe* + H" + *ROO
RSH + «OH — *RS + H,0

RSH + ROO — *RS + ROOH

‘RS + O, — *ROO

Volné radikaly mohou také vznikat pfimou reakci Fe®" s kyslikem. Zelezo muze také

pfispét jako reaktant, spiSe nez jako katalyzator.

Fe®*+ 0, — [Fe (Il)- O, —Fe(lll)- 0,] — Fe** + +0,

Volné radikaly jsou vysoce reaktivni a mohou zpUsobit oxidaci proteint, peroxidaci

membranovych lipida, a modifikaci nukleovych kyselin.
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Podobné, dusikové radikaly, jako napfiklad peroxynitrit, mohou vést k poSkozeni
proteind nitraci. PfekroCenim hladiny reaktivnich forem kysliku (a dusiku) mimo
antioxidaCni kapacity organismu vznika tzv. oxidaéni (a nitraCni) stres, ktery se
vyskytuje u mnoha patologickych stavu, jako je chronicky zanét, ischemicka choroba
srdecni, nebo neurodegenerativni onemocnéni. Pfebytek Zeleza s redoxni aktivitou
(stejné jako méd) zhor3uje oxidaCni (a nitraCni) stres a vede k urychleni tkanové
degenerace. Toto je evidentni u primarnich nebo sekundarnich poruch prfetizeni

zelezem (10).

2.2. Chelatace zeleza

Pretizeni Zelezem muze vést k zavaznému postizeni organt v disledku hromadiciho
se toxického Zeleza. Zakladem IéEby pretizeni Zelezem je v€asné podavani dostateéné

vysoké davky chelatoru po dostateéné dlouhou dobu.

Chelatotvorné latky maiji rozdilnou strukturu, pouzivaji se jako antidota nejen u otrav
tézkymi kovy. Vytvareji komplexy s ionty tézkych kovu, a tim eliminuji jejich toxicitu. U
chelatl (fecky chele = klepeto) hovofime o komplexu vytvofeném mezi iontem kovu a
latkami, které na své molekule nesou pro iont kovu vice vazebnych mist. Chelaty jsou
netoxické, jsou eliminovany z organismu a az do uplného vylou€eni udrzuji vazany kov

i v koncentrované a vétsinou kyselé moci (11).

Zelezo ma koordinaéni &islo 6 a centralni atom Zeleza muaze navazat az 6
jednovazebnych ligandl. Vysledkem je osmisténny chelat (11). Ligandy majici vice
atomu, které mohou byt navazany na centralni atom, se nazyvaji podle jejich poc¢tu
dvojvazné, trojvazné a Sestivazné. Stabilita dvojvaznych, trojvaznych a Sestivaznych
chelatorll je vyrazné vys$si nez u jednovaznych chelatoru. VétSina z nové vyvinutych
slouCenin je dvojvazna nebo trojvazna kvdli obtizim pfi peroralni dostupnosti

Sestivaznych latek jako je deferoxamin (11).

2.2.1. Klinicky pouzivané chelatory zeleza

Chelataéni 1é¢ba byla plivodné vyvijena pro terapii onemocnéni z pretizeni zelezem
(12). V soucasné dobé se v lé¢bé intoxikace kromé deferoxaminu uplatfiuji i peroralni
chelatory, jejichz ucinek je srovnatelny s u€inkem deferoxaminu. Jedna se zejména o

deferipron a v posledni dobé téz o deferasirox (2).
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Kromé jiz uvedeného vyuziti, chelatory maji i jiné terapeutické vyuziti. Napfiklad
dexrazoxan (DEX) (10) je pouzivan jako antidotum antracyklinovych cytostatik (13).
Novy chelator furildioxim (FDO) je nyni ve vyvoji jako fotoprotektivni agent (11).
Chelator zileuton, inhibitor enzymu 5-lipoxygenazy, ktery katalyzuje vznik leukotrien(
z kyseliny arachidonové, se pouZziva k Ié¢bé astmatu (11). Chelatory Zeleza mohou byt
také uziteCné kzabranéni vzniku hydroxylovych radikald, klécbé malarie,

postischemické reperfuze (11) a neurodegenerativnich onemocnéni (14).

2.2.1.1. Deferoxamin ( DFO)

OH O O OH

| H \
HZN\/\/\/NN\ N J\/\WN\/\/\/N
N N g

o] OH O @)

Obr. 1 Strukturni vzorec deferoxaminu

Deferoxamin (Obr. 1), Sestivazny chelator Zeleza, se ziskava z bakterii Streptomyces
pilosus. Latka ma vysokou vazebnou afinitu pro Zelezo, tvofi s nim komplexy v poméru
1:1, neodnima v8ak zorganismu centralné vazané Zelezo zhemoglobinu a
cytochromu. Po peroralnim podani se nesnadno absorbuje, pfi terapii otravy Zelezem
se musi aplikovat parenteralné. Peroralni podani je vhodné pouze pro snizeni enteralni
resorpce Zeleza. Z vedlejSich uCinkd se uvadéji zejména hypotenze a alergické reakce
(15).

Vyzkumem se také zjistilo, Zze deferoxamin vyznamné sniZzuje znaky zanétlivého
poskozeni srde¢ni tkané. Da se predpokladat, Ze tato latka mize byt ucinna v prevenci

poskozeni myokardu (16).
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2.2.1.2. Deferipron ( DFP)

O
OH

Obr. 2 Strukturni vzorec deferipronu

Deferipron (Obr. 2) byl prvni a vsoucCasnosti i jedinou pouzivanou slou¢eninou
v hydroxypyridinové tfidé chelator(i zeleza zverejnény v roce 1982 Hiderem a jeho
spolupracovniky (17). Deferipron je synteticky analog mimosinu, chelatoru zeleza
izolovaného z lusténiny Mimosa paduca. Je dvojvaznou slouéeninou. Prvni pouziti

tohoto chelatoru u ¢lovéka bylo zaznamenano v roce 1987 (11).

Deferipron prochazi rozsahlym metabolismem v jatrech a vice nez 85% podané davky
je vylouéeno moci jako chelatacné-neucinny O-glukuronid. Relativné vysoka peroralni
davka 75 mg/kg je nezbytna pro IéCbu pfi stavech pretizeni Zelezem. Druha generace
slou€enin, ktera je zatim testovana, je ur€ena k zablokovani O-glukuronidace na C3

kysliku deferipronového skeletu (11).

Profil bezpecnosti a snasenlivosti zahrnuje gastrointestinalni potize, elevaci jaternich
enzymu, pfibyvani na vaze, artropatii, neutropenii a agranulocytézu. Posledni vyzaduje
peclivé sledovani krevniho obrazu. Profil u€innosti je podobny mezi tfemi dostupnymi
chelatory. Stale vice dikazu naznaluje, ze DFP, samostatné nebo v kombinaci
s deferoxaminem, je ucinny pfi odstrafiovani Zeleza ulozeného v srdecni tkani a k
prevenci zvySené koncentrace Zeleza v srdci. Z dostupnych udaju je potfeba zduraznit

dulezitou roli DFP pfi fizeni pfetiZzeni Zelezem (18).
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2.2.1.3. Deferasirox

Obr. 3 Strukturni vzorec deferasiroxu

Deferasirox (Obr. 3) je oralné podavany chelator Zeleza. Ma prodlouzeny plazmaticky
polo€as umoznujici aplikaci pouze jednou denné. Jedna se o trojvazny chelator
navrzeny pocitatovym modelovanim (19), ktery vyzaduje dvé molekuly k vytvofeni
stabilniho komplexu s kazdym atom ZzZeleza (20). Deferasirox odstranuje zelezo jak z
krve, tak i z jaternich a srde¢nich bunék (19).

Deferasirox je indikovan k l1éEbé chronického pretizeni organismu zelezem v dusledku
dlouhodobého pouziti krevnich transfuzi (19). Chelatacni IéCba je tu efektivni pro rychlé
odstranéni Zzeleza, udrzovani nizkych zasob Zeleza, prevenci srdeCnich a dalSich
poskozeni organl zpusobenych pretizeni Zelezem. Tato chelatacni terapie je spojena
s delSim  pfezivanim pacientt ve srovnani s neléCenymi jedinci (21).
Je ur€en pro déti ve véku od 2 let a dospélé. Mechanismus u€inku tohoto chelatoru
spoCiva v silné vazbé na Zelezo, které se nasledné snadno vyluCuje stolici. Mezi
nejcastéjsSi nezadouci ucinky patfi prajem, bolesti hlavy, bficha, horecka, kasel. Mozny
je i rozvoj reverzibilnich znamek poruch renalnich funkci. Doporuéuje se proto v prvnim
mésici kontrola hodnot kreatininu. Deferasirox je kontraindikovan u osob, ktefi jiz

uzivaji chelator zeleza kvuli zvySenému riziku toxicity (19).
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2.2.1.4. Dexrazoxan

Obr. 4 Strukturni vzorec dexrazoxanu

Dexrazoxan (Obr. 4) je cyklicky derivat kyseliny edetové, ktery se pouziva zejména k
ochrané srdce pied kardiotoxickymi vedlejSimi ucinky antracyklind, jako je doxorubicin.
Jak je uvedeno v klinickych studiich, intravendzni aplikace dexrazoxanu vyznamné
sniZzuje vyskyt méstnavého srdeéniho selhani, které je indukované antracykliny a
sniZzuje nezadouci srdeCni pfihody u Zen s pokroCilym karcinomem prsu nebo u

dospélych se zhoubnym nadorem mékkych tkani.

Dexrazoxan poskytuje ochranu srdce pfed antracykliny primarné pres chelataci zeleza
jeho intracelularnimi hydrolytickymi produkty v myokardu. Tato &innost zahrnuje
chelataci volného Zeleza a Zeleza vazaného v antracyklinovych komplexech.
Vysledkem je zabranéni vzniku kardiotoxickych reaktivnich Kkyslikovych radikalu.
Uginna forma chelatuje Zelezo v poméru 3:1. Dexrazoxan je enzymaticky hydrolyzovan
v jatrech, ledvinach, srdci, erytrocytech a leukocytech. VyluCovani je prevazné
ledvinami v nezménéné formé. Distribuce a eliminace se zdaji byt vyznamné vysSi u

déti nez u dospélych (21).

2.2.2. Hydroxychinoliny

8-hydroxychinolin (8HQ), také nazvany 8-chinolinol nebo oxin, tvofi stabilni péticlenné
chelatové kruhy s riznymi kovy vykazujici silné komplexotvorné schopnosti a nizkou
selektivitu. S trojmocnymi kovovymi ionty ochotné tvofi neutralni lipofilni komplexy
M(8HQ)s. Trojmocné Zelezo spolu s 8HQ muizZou tvofit mono-, bis- nebo tris komplexy
v zavislosti na pH a poméru kov:chelator. Se Zeleznatymi ionty dava erveny komplex,
ktery se snadno oxiduje. V neoxidovaném stavu zUstava pouze v pfitomnosti silného
reduk&niho Cinidla (22).
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Rozpustnost v tucich neutralniho komplexu Zelezo-8HQ umozriuje prostup epitelem a
distribuci bufkami. Bylo prokazano, Ze Zelezo vazané na 8HQ zpUsobuje oxidativni
poSkozeni v Zivych burnikach (peroxidace lipidd). Dale byly prokazany cytotoxické a
DNA inhibi¢ni uc€inky na buné&énych liniich a dale antiproliferativni ucinky a fenotypové

zmény vyvolané 8-hydroxychinolinem v nadorovych burikach (22).

Na zakladé struktury pfirodnich chelatort byl pfipraven synteticky chelator, ktery ma
schopnost chelatovat Fe?" i Fe**. Jedna se o ve vodé rozpustny chelator O-TRENSOX.
Tento $estivazny ligand vaze Zelezo v poméru 1:1. Jeho afinita k Fe*" je srovnatelna
s DFO. O-TRENSOX a od néj odvozené ligandy tvofi nadéjnou skupiny chelatord, se

zatim neobjasnénymi, ale zajimavymi biologickymi vlastnostmi (22).

2.2.3. Kvercetin

Obr. 5 Strukturni vzorec kvercetinu

Kvercetin patfi do skupiny flavonoidd. Flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou
heterocyklickych sekundarnich rostlinnych metabolitd. V sou€asné dobé je znamo vice
nez 4000 flavonoidnich latek a stéle se nachazeji dalSi slouceniny. Biochemicka
aktivita flavonoidu ¢&i jejich metabolitl zavisi na chemické struktufe a relativni orientaci
kruhG v této molekule (23), ale samozfejmé také na substitucich na této molekule.
Substituce zahrnuji hydroxyskupiny, metylskupiny, malonylskupiny, sulfoskupiny a
glykosylskupiny (24).

Kvercetin je jednim z nejlépe prozkoumanych flavonoidd. Neni to proto, Zze by byl
samostatné tak vyznamné rozsifen, jako aglykon se v rostlinné fiSi vyskytuje méné
Casto. Ale je zakladem dalSich glykosida rutinu a kvercitrinu, a vzhledem k tomu, ze

béhem upravy rostlin pfi pfipravé potravin €i pfi podminkach panujicich v travicim
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traktu dochazi k zvySovani koncentrace aglykonl na ukor glykosidl, je jeho vyznam
nesporny. Navic se prokazalo, Ze ma vyborné protizanétlivé a antioxidacni vlastnosti
(25), protisrazlivé pasobeni, antiestrogenni (26) antimikrobni a spasmolytické ucinky Ci
muze pulsobit protinadorové (25). Antioxidacni aktivita kvercetinu se projevuje
napfiklad schopnosti ,zhaSet” reaktivni kyslikové radikaly nebo ochranou LDL
lipidovych frakci pfed oxidaéni modifikaci (27,28). Na druhou stranu pfijimani vysokych
farmakologickych davek kvercetinu v mnozstvi 2% z celkového mnozZstvi pfijaté stravy
zpusobovalo u potkanu zhoubné novotvary mocového méchyfe (29). Nelze se tedy
divat na tuto skupinu jako na celek a vSechny flavonoidy povazovat za prospésné.

Kvercetin se vyskytuje v mnoha béznych potravinach, v€etné jablka, &aje, cibule,

ofech, kvétaku a zeli (30)
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Cil prace

Cilem této diplomové prace je snaha o vytvofeni a standardizaci screeningové
metodiky ke stanoveni schopnosti riznych latek chelatovat Zeleznaté a Zelezité ionty
pomoci spektrofotometrie. Souasné by v pfipadé pozitivity, tj. schopnosti latky

chelatovat zelezo, méla umoznit stanoveni stechiometrického poméru komplexu.

3.2. Material a metodika

3.2.1. Pouzité chemikalie

Chlorid zelezity hexahydrat (FeCl;.6H,0), vinan zelezity, siran zeleznaty heptahydrat
(FeS0,.7H,0), ferrozin, hydroxylamin, 8-hydroxychinolin (Obr. 6), 5,7-dichlor-8-
hydroxychinolin (Obr. 7), 5-chlor-7-jod-8-hydroxychinolin (Obr. 8), ferrozin (Obr. 9),
supercista voda, metanol, kyselina octova, octan sodny, HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethanesulfonova kyselina), HEPES sodna sul byly zakoupeny od Sigma-

Aldrich (Némecko), deferoxamin od Novartis (Svycarsko).

VSechny pouzité pufry byly 15mM, pufry 4.5 a 5.5 byly acetatové a pufry 6.8 a 7.5
HEPES/HEPES sodna sll.

OH

Obr. 6 Strukturni vzorec 8-hydroxychinolinu
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Obr. 7 Strukturni vzorec 5,7-dichlor-8-hydroxychinolinu
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Obr. 8 Strukturni vzorec 5-chlor-7-jod-8-hydroxy-chinolinu

HO;S

Obr. 9 Strukturni vzorec ferrozinu

3.2.2. Pristroj

Bé&hem méfeni byly pouzity analytické vahy KERN ALT 220-4NM (Kern, Némecko),
spektrofotometr HELIOS GAMMA (firma ThermoSpectronic, Némecko) a rizné druhy
automatickych pipet (Mikropipeta Biohit Proline mechanicka 20-200 pl, jednokanalova,
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Mikropipeta Biohit Proline mechanicka 10 - 100 pl, jednokanalova, Mikropipeta Biohit
mMLINE 500 - 5000 pl, jednokanalova, Mikropipeta BRANDTransferpette S 100-1000 pl,
jednokanalova). Nutnosti byl také PC-program VISIONIite Scan (version 2.2,
ThermoScientific) a Microsoft Excel.

3.2.3. Charakteristika metodiky

V Fadé stanoveni, ktera se vyuzivaji pro analyzu latek, se vyuziva skuteCnosti, Zze
mnoho latek pohlcuje elektromagnetické zareni ve viditelné nebo ultrafialové ¢asti
spektra. Mira, jakou latka pohlcuje svétlo rdznych vinovych délek (ij. absorpéni
spektrum) zavisi na struktufe slou€eniny. Mnozstvi svétla uréité vinové délky, které
pohlti napf. latka rozpusténa v roztoku, zavisi na koncentraci latky. Spektrofotometrie

je metoda uréena ke zjidténi absorpce zareni (31).

Mnozstvi svétla urlité vinové délky, které prosSlo vzorkem, popisuje veli¢ina

transmitance (lat. transmitto pfevadim, propoustim). Ta je definovana

I

T=—
I{]

kde

e T je transmitance
e | je intenzita svétla, které proslo vzorkem

e |y je intenzita svétla, které do vzorku vstoupilo.

Absorbance A, veli€ina pouzivana ve spektrofotometrii, je definovana jako dekadicky
logaritmus prevracené hodnoty transmitance T pro monochromatické zafeni a je

vyjadiena vztahem:

Udava, jak mnoho svétla bylo pohlceno méfenym vzorkem.

Absorbance je pfimo umérna koncentraci méfené latky. Tento vztah popisuje Lambert-

Beerlv zakon (30):
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£...molarni absorpéni koeficient (zavisi na vinové délce) [l.molcm™]
c...koncentrace méfené latky [mol.I"]

|...sila méfené vrstvy [cm]

Absorbance je aditivni funkci:

n
A=Z|: A =L(gC +&,C,+..+&.C.)

K méfeni svételné absorpce se pouzivaji spektrofotometry, pfistroje, které umoziuji
vinovou délku monochromatického svétla libovolné nastavit, nebo méfit Cast
absorpéniho spektra v urcitém useku vinovych délek. Kazdy spektrofotometr se sklada
ze zdroje zafeni, monochromatoru nebo filtru, detektoru zafeni, mérného zafizeni a

kyvety se vzorkem (32).

Pfi méfeni této diplomové prace byla pouzita zejména spektrofotometrie v ultrafialové a

viditelné oblasti.

Pro stanoveni chelatace zeleznatych iontli se da uspé&sné pouzit ferrozinova metoda.
Ferrozin je specifické Cinidlo, které tvofi s Zeleznatymi ionty purpurovy komplex
s maximalni absorpci pfi vinové délce 562 nm (33). Ferrozin nereaguje s zelezitymi
ionty, ale metoda muze byt rozSifena o celkovou chelataci zeleza pfidanim vhodného
redukéniho Cinidla. Redukce Zelezitych iontl na Zzeleznaté je do zna¢né miry zavisla na

okolnich podminkach.

Absorbance je nasledné zméfena pomoci spektrofotometru po pfidavku ferrozinu.
Sloucenina vytvofi se Zelezem komplex a ferrozin navaze nezchelatované tj. volné
Zeleznaté ionty. Méfenim se tedy zjisti mnozstvi nezreagovaného Zeleza (nepfimo se
stanovi mnozZstvi slou€eniny, ktera vytvofila komplex se Zelezem). Tato metoda s
pouzitim ferrozinu ma relativné dostate¢nou pfesnost a specificnost a muize byt pouzita
pro rychlou analyzu chelatace Zeleza. Tuto metodiku neni mozné pouzit pfi vy§Sim pH
pravdépodobné, protoZe rozpustnost Zelezitych iontl se snizuje pfechodem z kyselého

pH na neutralni pH (34).

Kromé toho tato metodika ale neni pouZitelna pro pfimé stanoveni chelatace Zelezitych
iontd. Ta se da stanovit mj. pfimou spektrofotometrii. Tato diplomova prace je dale
zaméfena na hodnoceni poméru chelataéni slou€enina-zelezo, ktery nelze pfi

ferrozinové metodé vzdy presné urcit.
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Na zakladé vySe zminénych vlastnosti absorbance riznych latek bylo navrhnuto 5
postupu pro stanoveni poméru komplexu testovana latka-zelezo. Tyto metodiky jsou
zaloZeny na aditivnim charakteru absorbance a rozdilech v absorpénich koeficientech

a maximu absorpce testované latky a jejiho komplexu s Zeleznatymi nebo Zelezitymi
ionty (viz. Obr. 10)

AC max = kC max* CC

8 AF max = €F max: . Cr AC max = kC max* (CFO 'CF)
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Obr. 10 Schematické znazornéni spekter slouceniny (flavonoidu) a jeho komplexu s
Zelezem. Pro zjednoduSeni je soucin ¢.l vyjadfen jako nova konstanta k. Koncentrace

komplexu cc je vyjadiena jako rozdil pocateCni koncentrace testované latky (cro) a
koncentrace nezreagované latky (cg).

I. Metoda PFfimé spektrum je nejjednodussi. Je zaloZena na zméfeni absorpce

komplexu latka-chelator v jeho maximu absorpce pfi rdznych pomérech
testované latky a zeleza. Do grafu jednoduse zanasime absorbance pfi vinové
délce maximalni absorbance komplexu Zeleza se zkouSenou latkou. B&éhem
méfeni se absorbance zpo&atku zvySuje a poté se hodnota na urcité Urovni
zastavi. Tato metoda je jednoducha. Neni potfeba ani vypocitat molarni

absorpéni koeficienty. Miize byt ale ovlivnéna absorbanci zkousené latky.
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II. Metoda Symetrie piku vyuziva jevu, kdy absorbance od absorp&niho maxima
v idealnim pfipadé klesa na obé strany, tj. k vy3Si i niZz8i vinové délce, stejné.
Schematicky je znazornéna na Obr. 11.

Jak vyplyva z obrazku, absorbance zméfeného spektra pfi urcité vinové délce
odpovida souctu absorbance nezreagovaneé testované latky a absorbance
komplexu pfi dané vinové délce. Pfi méfeni se tedy zobrazi bézné jeden pik,
ktery neodpovida ani piku zkoumané latky ani piku komplexu, je ale umistén
mezi vinovou délkou maximalni absorpce zkouSené latky (Ar max) a jejim
komplexem (Ac max). PFi této vinové délce (M) pro absorpci podle aditivniho

charakteru veliciny plati:
A\=Arn+Ac

kde A g, je absorpce nezreagované latky a Ac, je absorpce vzniklého kompexu

S Zelezem.
Acylze pak nahradit A pfi vinové délce Asym, pro kterou plati:
IAc max = Al = IAc max - Asyml
Pfi vinové délce Aqn je jeji odpovidajici Asym . totiz rovna absorbanci komplexu pfi A, tj.:
Acr=Agma
Pdvodni vztah Ize tedy napsat jako:
Ax=Arn+Agmi

kde Ag je podle Lambert-Beerova zdkona pfimo umérna koncentraci

nezreagované testované latky (cg):
AF)\=C|:.|.E;:)\

kde | je tloustka méfené vrstvy a €, — molarni absorp¢ni koeficient testované
latky pfi dané vinové délce A. Tento koeficient se da lehce stanovit zméfenim
riznych koncentraci testované latky pfi dané vinové délce. Pro zjednoduSeni,
kdy je | konstantni, budeme v dalSim vypoctu pouzivat konstantu kg, pro kterou

plati
Kea = 1. €Ra

dosazenim danych veli¢in do pavodniho vztahu pak ziskame vztah:
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A)\:CF . kF)\+Asym)\
Ze kterého Ize lehce odvodit vztah pro vypocet koncentrace nezreagované latky:

Ce=(Ar -Asmr)/Ker

Absorbance

/ A :
I. .l
’.‘ ‘ .I .-
s L <
S 3 ’
A & - % -
sym A & % if
4 () o
’0 u 0‘ o
& L] ' J.
.
" L] " w
d N * "
& . % /
.  ome—
300 320 340 360 ;\ 380 400 420 sym }\‘ 460
Vinova délka [nm]
zmérené spektrum + zbyly flavonoid

= vytvoreny komplex

Obr. 11 Metoda symetrie pikd. Modra kfivka zobrazuje teoreticky spektrum Cisté (tedy
nezreagované) testované latky, Cervena pak teoreticky absorbanci komplexu. V realné
situaci ovSem pfistroj zméfi v pfitomnosti testované latky a zeleza vétSinou spektrum
vypadajici jako zelena kfivka, a to v disledku aditivity absorbanci, kdy nam ¢ast latky
zreagovala na komplex a €ast zlstala nezreagovana. Pro zjednoduSeni je soucin ¢.l

vyjadfen jako nova konstanta k. Ac, Ize nahradit A pfi vinoveé délce Agym.

lll. Metoda maxima absorbance testované latky
Analogicky jako v pfedchozim pfipadé€, absorbance zméfeného spektra pfi
vinové délce odpovidajici maximu zkousené latky (A max) Odpovida souctu
absorbance zkouSené latky a absorbance komplexu pfi této vinové délce (viz
Obr.12). Naslednym poupravenim vzorce na zakladé Lambert-Beerova zékona

Ize vypocitat koncentraci nezreagované slou¢eniny v pfipadé znalosti molarnich
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absorp&nich koeficientd zkousené latky (€rmax) @ jeho komplexu pfi této vinové

delce (SCFmaX) .

o e (o)

Absorbance
L
B

Vinovadélka [nm]
« zméfenéd spektrum « zhyhyflavonoid = wytwofeny kemplex

Obr. 12 Metoda absorbance pfi vinové délce odpovidajici maximu flavonoidu. Pro
zjednodusSeni je soucin €.l vyjadien jako nova konstanta k. Koncentrace komplexu c; je
vyjadifena jako rozdil pocate€ni koncentrace testované latky (cg) a koncentrace

nezreagované latky (cg).

Jak jiz bylo uvedeno,
Armax = Ar+ Ac

kde Ar wax je absorbance zméfeného spektra pfi vinové délce odpovidajici
maximu zkouSené latky, Ar je absorbance nezreagované latky a Ac je

absorbance vzniklého komplexu s Zelezem pfi této vinové délce.

Ar a Ac jsou podle Lambert-Beerova zakona pfimo umérné koncentraci

nezreagované testované latky (cg) a komplexu (c¢):
Ar=Ck. l. A=

AC=CC-I-€C
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kde | je tlouStka méfené vrstvy a - (resp. €c) — molarni absorpéni koeficient
testované latky (komplexu) pfi dané vinové délce A. Tento koeficient se da lehce
stanovit zméfenim rdznych koncentraci testované latky pfi dané vinové délce.
V pfipadé komplexu je nutno zméfit absorbanci komplexu pfi nadbytku Zeleza,

aby bylo zajiSténo, ze vSechna testovana slouCenina zreaguje (viz Kap 6.4.3)

Pro zjednodu$eni, kdy je | konstantni, budeme v dal§im vypoctu opét pouzivat

konstanty kg uax @ kc pro které plati
Kemax =1 . €k
ke=1. g
dosazenim danych veli¢in do pavodniho vztahu pak ziskame vztah:
Ar max = Kewax - CE+ Ke . Cc

Koncentraci komplexu (cc) Ize pak nahradit rozdilem poc&atecni koncentrace

testované latky (cro) a koncentrace nezreagované latky (cg), kdy plati vztah
Ar max = Kewax . Ce+ Kc . (Cro- CF)
Ze kterého Ize odvodit vztah pro vypoCet koncentrace nezreagované latky:

Cr = (Armax - Kc Cro ) / (Kr max- Kc)

V. Podobnou moznosti jako ve tfetim pfipadé je metoda absorbance

odpovidajici maximu komplexu — metoda komplexu (Obr. 13).
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Acmax=Ar+Ac | =Ke. et Ke vax- €c | =K. G+ Ke vax - (Cro- Cf)
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zmérené spektrum + zbyly flavonoid = vytvoieny komplex

Obr. 13 Metoda absorbance pfi vinové délce odpovidajici maximu komplexu. Pro
zjednodus$eni je soucin .l vyjadfen jako nova konstanta k. Koncentrace komplexu c. je
vyjadfena jako rozdil pocatecni koncentrace testované latky (crp) a koncentrace

nezreagované latky (cg).

Absorbance zméfeného spektra pfi vinové délce odpovidajici maximu komplexu
(Ac max) je opét souctem absorbance flavonoidu (Ag) a absorbance komplexu se

Zelezem (Ac) pfi dané vinoveé délce.
Acmax=Ar+ Ac

Analogicky jako v pfedchozim pfipadé opét plati:

Ar=ce.l. g

Ac=cc.l. &

a dosazenim danych veli¢in do puvodniho vztahu pak ziskame vztah:
Ac max = Ke. Ce+ Kc max - Cc

Koncentraci komplexu (cc) opét nahradime rozdilem pocCateCni koncentrace

testované latky (cro) a koncentrace nezreagované latky (cg), kdy plati vztah
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Ac vax = Kr . Cr+ Kc max - (Cro- CF)
Ze kterého Ize odvodit vztah pro vypocCet koncentrace nezreagované latky:

Cr = (Ac max - Kcmax Cro ) / (Ke - Kc max)

Pomoci téchto tfech metod (lI-IV) a vhodné zvolenych poméra pro stanoveni Ize
vyhodnotit chelatacni aktivitu latky vyslednym stechiometrickym pomérem chelatace
(P), ktery nam udava pomér testované latky v komplexu se Zelezem. Vypocita se jako
podil koncentrace testované latky, ktera byla vyuzita ke tvorbé komplexu, a koncentraci
Zeleza (cre). Prvni zminéna koncentrace se vypocte jako rozdil poc¢atecni koncentrace
testované slou€eniny (cgy) a nezreagované koncentrace testované slouceniny(cg). Pro

pomér tedy plati
P = (Cro- Cr) : Cre

V pfipadé, Ze testovana latka jen slabé reaguje s Zelezem a nelze tedy presné urcit
stechiometricky pomér komplexu, lze alespori stanovit afinitu dané latky k Zelezu
pomoci smérnice pfimky. Pfi tvorb& komplexu s jasnou stechiometrii se tato smérnice

pfimky blizi 1.

V. Posledni metodou je ,teoretickd metoda“, kdy po stanoveni molarnich
absorpénich koeficientl komplexu a zkousené latky pfi absorp&nim maximu
Ize pfipravit teoretické kfivky pro zakladni stechiometrické kfivky komplexu,
obvykle 1:1, 2:1 a 3:1. Poté se zméri absorbance a vysledky se zanesou do
teoretického grafu. Pokud odpovidaji nékteré teoretické kfivce, Ize s velkou

pravdépodobnosti odhadnout stechiometrii komplexu.

3.2.4. Postup

3.2.4.1. Priprava zasobnich roztoki (stock solutions)

1. zasobni roztok testované latky ve vhodném rozpoustédle (metanol, pfr.
superCista voda) - idealné koncentrace 10x vy3Si nez testovana (bézné 2,5
mM)
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2. zasobni roztok zeleznatych iontu v destilované supercisté vodé — koncentrace 5
mM (FeS0O,.7H,0, M,,= 278,02 g/mol)

3. zasobni roztoky Zelezitych iontd

a) FeCl;.6H,0O v destilované supercisté vodé — koncentrace 5 mM (M,=
207,3 g/mol)

b) Vinan (tartarat) zelezity v destilované supercisté vodé — koncentraci je

tfeba prepoditat na Fe®* c (Fe*) = ¢ (vinan Fe*") * 2

koncentrace Fe®* 5 mM (M,, = 555,9 g/mol)

OH O

. 1.
o] (R
o O

3

3.2.4.2. Kalibrace zeleznatych a zelezitych iontu

KALIBRACE Fe* (viz. Tab. 1)

A) pfiprava 5 mM roztoku ferrozinu v supercisté vodé

B) pfiprava 10 mM roztoku hydroxylaminu (HA) v supercisté vodeé.

C) pfiprava 5 mM roztoku Fe?" soli v superg&isté vodé

D) nepipetovani pfipravenych chemikalii do Eppendorfek podle tabulky v tomto
poradi:
1. 10 mM hydroxylamin
2. 5 mM roztok Fe** soli

3. 5 mM ferrozin

Koneéna koncentrace Fe** Objem Fe** Objem ferrozinu Objem HA
mM ul ul ul A =562 nm
100 30 500 970
70 21 500 979
40 12 500 988

Tabulka 1 Postup kalibrace pro zeleznaté ionty

E) protfepani roztokd napipetovanych v Eppendorfkach
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F) zméfeni absorbance pfi vinové délce A 562 nm — spektrum cca od 450 do 650
nm proti slepému vzorku tvofenému vodou

G) zaznamenani naméfené A pfi A 562 nm do tabulky

H) sestrojeni grafu

I) rozmezi hodnot konstanty k pro Fe** 0.023 - 0.028, v pfipadé jinych hodnot

provést novou kalibraci

KALIBRACE Fe*' (viz. Tab. 2-3)

A) pfiprava 10 mM roztoku hydroxylaminu (HA) v supercisté vodé
B) pfiprava 5 mM roztoku ferrozinu v supercisté vodé
C) pfiprava 5 mM (podle potfeby i nizsi ¢ — 1,5 mM u vinanu Zelezitého) roztoku

Fe** soli v superdisté vodé

OH O
"o i
NC‘
o

[Fe"]
OH ‘

3

D) napipetovani pfipravenych chemikalii do Eppendorfek podle tabulek v tomto
poradi:
1. 10 mM hydroxylamin
2. supercista voda
3. roztok Fe* soli
4

5 mM ferrozin

Koneé&na koncentrace Fe>* Objem Fe* Objem HA Objem ferrozinu  Objem H,O
mM ul ul 1]l ul A =562 nm
100 30 500 500 470
70 21 500 500 479
40 12 500 500 488

Tabulka 2 Kalibrace Zelezitych iontt pfi pH 6.8 a 7.5 ( vinan zelezity )

Koneéna koncentrace Fe* Objem Fe™™ Objem HA Objem ferrozinu  Objem H,O
mM pl pl 1] pl A =562 nm
100 30 500 500 470
70 21 500 500 479
40 12 500 500 488

Tabulka 3 Kalibrace Zelezitych iontl pfi pH 4.5 a 5.5 ( chlorid Zelezity )

E) protfepani roztokd napipetovanych v Eppendorfkach
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F) zméfeni absorbance pfi vinové délce 562 nm. Slepym vzorkem je opét voda

G) zaznamenani naméfené A pfi A 562 nm do tabulky

H) sestrojeni grafu

) rozmezi hodnot konstanty k pro Fe** vinan 0.018 - 0.022, Fe*" chlorid 0.024 -

0.028, v pfipadé jinych hodnot provést novou kalibraci

3.2.4.3. Stanoveni absorpéniho maxima komplexu a absorp¢éni
konstanty komplexu

Princip_metody: dana metodika pfedpoklada, Ze pfi vy3Si koncentraci Zeleza nez

zkousSené latky (6-50x) bude zkouSena latka prakticky uplné spotfebovana na tvorbu
komplexu. Absorbance v maximu komplexu, které se touto metodou také zjisti, potom
zavisi linearné na koncentraci zkousené latky. Pokud by nebyl nalezen linearni vztah,
je pravdépodobné, ze afinita dané latky pro Zelezo je nizka a nelze tedy molarni

absorpéni konstantu s jistotou stanovit a metody IlI-V nelze pouzit.
Postup (shrnut v Tab.4):

a) do Eppendorfky napipetujeme zadané mnozstvi rozpoustédla zkousené
latky (vétSinou metanolu)
b) pfidani Zadaného mnoZstvi roztoku zkousené latky
c) pfidani zadaného mnozstvi pufru
d) pfidani zadaného mnozstvi roztoku Fe?* nebo Fe**
michani pfesné po dobu 3 minut a poté okamzité zméfime spektrum cca od 220 do
600 nm

Jako blank slouzi v pfipadé Zeleznatych iontl pfi vSech pH 1000 ul pufru + 500 pl
rozpoustédla. Pfi pH 7,5 se pouziva jako pufr 5mM roztok hydroxylaminu v pufru pH
7,5.

V pfipadé Zzelezitych iontl se pfi pH 4,5 a 5,5 méfi s chloridem Zelezitym vzhledem
k blanku tvofenym 1000 pl pufrem + 500 ul rozpoustédlem. P¥i pH 6,8 a 7,5 (bez HA)
se méfi s vinanem Zzelezitym vzhledem k blanku tvofenym 500ul rozpoustédlem + 150
ul roztokem Fe** + 850 ul pufrem. P¥i pH 6,8 a 7,5 se musi blanky pfipravit v éase

potieby.
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e) stanoveni vinové délky absorpéniho maxima komplexu (Ac wax) @

absorpéni konstanty v maximu komplexu (Kc wax)-

konstantu je nutno mit alespon 3 nezavislé body

Pro absorpcni

Testovana sloucenina Sloucenina
Zkratka
Zasobni roztok slouceniny (mM) 0,250
Zasobni roztok Zeleza ve vodé (mM) 5,000
Rozpoustédlo slouceniny |metanol
Rozpoustédlo Zeleza voda
Kone¢ny objem (ml) 15
Fe™ pufr Slou¢enina
| pridany | pdany|
konecnd . pfidany . objem pridany
objem i e . . konecna , , .
koncentr| _, , objem Pomér Zelezo:sloucenina zasobniho | objem
zasobniho koncentrace
ace pufru roztoku [metanolu
roztoku .
‘ slouceniny
Zeleza
mM ul ul mM ul ul
50 1 0,0100 60 440
45,45 1 0,0110 66 434
40 1 0,0125 75 425
34,09 1 0,0147 88 412
30 1 0,0167 100 400
0,500 150 850 25 1 0,0200 120 380
20 1 0,0250 150 350
15 1 0,0333 200 300
10 1 0,0500 300 200
7,5 1 0,0667 400 100
6 1 0,0833 500 0

Tabulka 4 Postup pfi stanoveni absorp&ni konstanty komplexu

3.2.4.4. Vlastni méreni

Priprava mérenych vzorkl — Zeleznaté a Zelezité ionty

a) napipetovani zadaného mnozstvi rozpoustédla do Eppendorfek

b) pfiprava testovaného roztoku zkousené latky (0,25 mM)

c) pridani do Eppendorfek zadané mnozstvi tohoto vzorku
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d)

e)

f)

v pfipadé pH 4.5 se pfipravi finalni roztok Zeleza 150 yM v zadaném
pufru, v pfipadé ostatnich pH roztok 250 uM ve vodé

v pfipadé pH 4.5 pfidani Zzadaného mnozstvi roztoku Fe* do
Eppendorfek, v pfipadé ostatnich pH pfidani nejdfive pufru a pak
roztoku Fe**

protfepani a po 3 minutach zméreni v pozadovaném rozmezi vinovych
délek (290-550 nm) proti slepému porovnavacimu vzorku, ktery tvofi
500 pl rozpoustédla testované latky a 1000 yl pozadovaného pufru
s vyjimkou pH 7.5. Pfi tomto pH je pfi méfeni Zeleznatych iontl tento
blank tvofen stejnym mnozstvim rozpoustédla ale jako pufr je pouzit 5

mM vodny roztok hydroxylaminu v pufru 7.5.

Shrnuti postupt je v Tab.5-8

Qdecteni absorbanci

a) odecteni absorbanci pfi vinové délce maximalni absorbance zkousené latky (Ar

b)

vax) @ jejiho komplexu s Zelezem (Ac max) , tedy - Ar wax @ Ac max

odecteni absorbance pfi vinovych délkach A; (odpovidajici zkousené latce, tj.
A;) a A, (jejimu komplexu s Fe™, tj. A,). Je-li rozdil maximalni absorpce mezi
zkouSenou latkou (Ar wax) @ jejim komplexem (Ac max) <50 pak Ay = Aepax @ A2 =
2X Ac max - Ae max, V opacném pfipad€ A; = Asuax — 50 nm a A, = Ac wax + 50 nm.

Pfi vypoctu podle metody 2 pak A; je Agym.
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Testovana sloucenina Slougenina Rozpoustédio slouceniny | metanol vinova délka odpovidajici | vinova délka odpovidajici
Zkratka pH45 Zkratka 4 maximalni absorbanci maximalni absorbanci
Testovany roztok slouceniny (mM) 0,250 slouceniny komplexu
Testovany roztok Zeleza ve vodé (mM) 0,150 Konegny objem (ml) 15 s Aoy
Fe* pH 4.5 Sloucenina metanol | odpovidajici |odpovidajici|absorbance| absorbance
) Konetng pfid_any . | voneéna pridany pidan absvorbgncew absorbance pFivIn.'déIlc’:e' pri vlnldé!(':e’
Cislo . L o ) objem | pfidany objem objem . slouceniny pfi | komplexu |odpovidajici| odpovidajici
vorku pomér sloucenina : Fe KonCentact e o | puftu koncentra | o bninol OPEM | urcite vinové | priurcite | maximu | maximu
€ 45 ce roztoku metanolu délce vinové délce| slouceniny | komplexu
mM ul u mM ul ul A Ay Ae, Acx
201 1 2 0,5 0,005 30 470
202 1 1 10 0,010 60 440
203 15 1 15 0,015 90 410
204 2 1 2,0 0,010 1000 0 0,020 120 380
205 3 1 30 0,030 180 320
206 4 1 4,0 0,040 240 260
207 6 1 6,0 0,060 360 140
208 6 0 0 0 1000 0,060 360 140
209 4 0 0 0 1000 0,040 240 260
210 2 0 0 0 1000 0,020 120 380
|
Testovana sloucenina Sloucenina Rozpoustédio slouceniny [ metanol vinova délka odpovidajici | vinova délka odpovidajici
Zkratka pH 4.5 Zkratka 4 maximalni absorbanci maximaini absorbanci
Testovany roztok slouceniny (mM) 0,250 slouceniny komplexu
Testovany roztok Zeleza ve vodé (mM) 0,150 Koneény objem (ml) 15 i A=
Fe* el pH45 Sloucenina metanol | odpovidajici |odpovidajici| absorbance| absorbance
. Konetnd pFiQany . . Konetnd pfiqany piidany absVorb‘ancew absorhance pfivln.ydélfev pfi vIn.’dé!ge’
Cislo N - . objem | pfidany objem objem - slouceniny pfi | komplexu [odpovidajici| odpovidajici
vzorku pomér sloucenina : Fe™ Cl koncentrac e uph|  puftu koncentra| ool OPBM | urcite vinové | priurcite | maximu | maximu
e 45 ce roztoku metanolu délce vinové délce| slouceniny | komplexu
mM ul u mM ul ul M A Mt Aex
301 1 2 05 0,005 30 470
302 1 1 1,0 0,010 60 440
303 15 1 15 0,015 90 410
304 2 1 2,0 0,010 1000 0 0,020 120 380
305 3 1 30 0,030 180 320
306 4 1 40 0,040 240 260
307 6 1 6,0 0,060 360 140
308 6 0 0 0 1000 0,060 360 140
309 4 0 0 0 1000 0,040 240 260
310 2 0 0 0 1000 0,020 120 380

Tabulka 5 Postup pro zeleznaté a Zelezité ionty pfi pH 4.5
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Testovana sloucenina Sloucenina Rozpoustédlo slouceniny | metanol vinova délka odpovidajici | vinova délka odpovidajici
Zkratka pH5.5 Zkratka 5 maximalni absorbanci | maximaini absorbanci
Testovany roztok slougeniny (mM) 0,250 slouceniny komplexu
Testovany roztok Zeleza ve vodé (mM) 0,250 Konecny objem (ml) 15 N Aex=
Fe? pH5.5 Sloucenina metanol | odpovidajici | odpovidajici | absorbance | absorbance
.| pridany .| pfidany | . |absorbance [absorbancek| pfivin.délce | pfi vin.délce
Cislo } - » konetnd objem | pfidany objem konegna objem P”‘?a”Y slouceniny |omplexu pfi | odpovidajici | odpovidajici
vzorku pomer sloucenina : Fe koncentra roztoku puerl koncentra zasobniho Oblem pFi urcité  furcité vinové| maximu maximu
e e € | oztoky | MO fvinove delce|  délce | slouceniny | komplexu
mM il il mM il il M Ay e Aex
201 1 2 05 0,005 30 470
202 1 1 1,0 0,010 60 440
203 15 1 15 0,015 90 410
204 2 1 2,0 0,010 60 940 0,020 120 380
205 3 1 3,0 0,030 180 320
206 4 1 40 0,040 240 260
207 6 1 6,0 0,060 360 140
208 6 0 0 0 1000 0,060 360 140
209 4 0 0 0 1000 0,040 240 260
210 2 0 0 0 1000 0,020 120 380

Testovana sloucenina Sloucenina Rozpoustédlo slouceniny | metanol vinové délka odpovidajici | vinova délka odpovidajici
Zkratka pH 5.5 Zkratka 5 maximalni absorbanci | maximalni absorbanci
Testovany roztok slouceniny (mM) 0,250 slouceniny komplexu
Testovany roztok Zeleza ve vodé (mM) 0,250 Koneény objem (ml) 15 s A=
Fe*'cl pH5.5 Sloucenina metanol | odpovidajici | odpovidajici | absorbance | absorbance
oneing pridany oneind pfidany idany absorbance [absorbancek| pfi vin.délce | pfi vin.délce
Cislo , o konecr:a objem | pfidany objem koneu:a objem prtl)_any slouceniny |omplexu pfi| odpovidajici | odpovidajici
vzorku pomé sloucenina : Fe™ Cl ONCENa\ oatoky pufru OnCeNta| 24sobniho| ° |em| pfi urCité ~ |urcité vinové| maximu | maximu
e Fe ce roztoku metanol fynove delce|  delee slouceniny | komplexu
mM ul ul mM ul ul M A A Aex
301 1 2 05 0,005 30 470
302 1 1 1,0 0,010 60 440
303 15 1 15 0,015 90 410
304 2 1 2,0 0,010 60 940 0,020 120 380
305 3 1 30 0,030 180 320
306 4 1 4,0 0,040 240 260
307 6 1 6,0 0,060 360 140
308 6 0 0 0 1000 0,060 360 140
309 4 0 0 0 1000 0,040 240 260
310 2 0 0 0 1000 0,020 120 380

Tabulka 6 Postup pro Zeleznaté a Zelezité ionty pfi pH 5.5
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Testovand slouenina Sloucenina Rozpoustédlo slouceniny | metanol vinové délka odpovidajici| vinova délka odpovidajici
Zkratka pH 6.8 Zkratka 6 maximalni absorbanci | maximéini absorbanci
Testovanj roztok slougeniny (mM) 0,250 slouceniny komplexu
Testovany roztok Zeleza ve vodé (mM) 0,250 Konegny objem (ml) 15 o AoE
Fe?* pH6.8 Sloucenina metanol [odpovidajici| odpovidajici| absorbance | absorbance
.| pfidany | piidany [ . |absorbance|absorbance | pfi vin.délce | pfi vin.délce
Cislo R konetna objem | pridany objem konetnd objem pridany { sougeniny | komplexu | odpovidaici | odpovidajici
vzorku pomér sloucenina : Fe koncentra roztoku pufru koncentra Zasobniho objem | i it piiurcite | maximu | maximu
® 1 Selea © | ozoku | @O vinové  |vinové délce| slougeniny | komplexu
mM u u mM u ul M Ay Mo Aex
201 1 2 05 0,005 30 470
202 1 1 1,0 0,010 60 440
203 15 1 15 0,015 90 410
204 2 1 20 0,010 60 940 0,020 120 380
205 3 1 30 0,030 180 320
206 4 1 40 0,040 240 260
207 6 1 6,0 0,060 360 140
208 6 0 0 0 1000 0,060 360 140
209 4 0 0 0 1000 0,040 240 260
210 2 0 0 0 1000 0,020 120 380

Testovand sloucenina Sloucenina Rozpoustédlo slouceniny | metanol vinova délka odpovidajici | vinova délka odpovidajici
Zkratka pH6.8 Zkratka 6 maximalni absorbanci | maximéini absorbanci
Testovany roztok slouceniny (mM) 0,250 slouceniny komplexu
Testovany roztok Zeleza ve vodé (mM) 0,250 Konegny objem (ml) 15 A= Ao
Fe* vinan pH6.8 Slougenina metanol odpovidaic -
o odpovidajici | ahsorbance | absorbance
. P”‘?a”Y | pfidany | . absotbance ahsorbance | pfi vin.délce | pfi vin.délce
&islo | onelnd | abjem | e | konetnd | | pridany | SOUCENY o | odpovidaiic | odpovidac
vrorku pomér sloucenina : vinan Zelezity koncentra rqztoku pufty koncentra Zisobniho objem | Ppri ur0|’te phiurgité | maximu maximu
ce vvmgn'u ce roztoku metanolu ""?"VE vinové délce| slouceniny | komplexu
Zelezitého délce
mM u u mM ul ul M Ay At Aex
301 1 2 05 0,005 30 470
302 1 1 1,0 0,010 60 440
303 15 1 15 0,015 90 410
304 2 1 20 0,010 60 940 0,020 120 380
305 3 1 30 0,030 180 320
306 4 1 40 0,040 240 260
307 6 1 6,0 0,060 360 140
308 6 0 0 0 1000 0,060 360 140
309 4 0 0 0 1000 0,040 240 260
310 2 0 0 0 1000 0,020 120 380

Tabulka 7 Postup pro zeleznaté a zelezité ionty pfi pH 6,8

41



Testovana sloucenina Sloucenina Rozpoustédio slouceniny | metanol vinové délka odpovidajici | vinova délka odpovidajici
Zkratka pH75 Zkratka 7 maximalni absorbanci | maximéni absorbanci
Testovany roztok slougeniny (mM) 0,250 slouceniny komplexu
Testovany roztok Zeleza ve vodé (mM) 0,250 Konecny objem (ml) 15 & Aex=
Fe? pH 7,5 5mM HA Sloucenina metanol odpovidajici | odpovidajici | absorbance |absorbance
—— — absorbance |absorbancek| pfi vin.délce [pfi vin.délce
Gislo koneena | PHOBY 1 onesng | PR prsany | stoutening [omplexu pii| odpovidaict|odpovidaii
vzorku pomer sloucenina :Fe” Koncentra| ODIem | priGany obiem | orira | O0IEM objem | priurgité [urcité vinové| maximu | maximu
ce 0 zoku pufy ce zasobniho metanolu | vinové délce|  délce slouceniny | komplexu
Zeleza roztoku
mM Wl Wl mM Wl il A A Mt Aex
201 1 2 05 0,005 30 470
202 1 1 10 0,010 60 440
203 15 1 15 0,015 90 410
204 2 1 2,0 0,010 60 940 0,020 120 380
205 3 1 30 0,030 180 320
206 4 1 4,0 0,040 240 260
207 6 1 6,0 0,060 360 140
208 6 0 0 0 1000 0,060 360 140
209 4 0 0 0 1000 0,040 240 260
210 2 0 0 0 1000 0,020 120 380
|
Testovand sloucenina Sloucenina Rozpoustédio slouCeniny | metanol vinova délka odpovidajici | vinova délka odpovidajici
Zkratka pH75 Zkratka 7 maximélni absorbanci | maximélni absorbanci
Testovany roztok slouceniny (mM) 0,250 slouceniny komplexu
Testovany roztok Zeleza ve vodé (mM) 0,250 Konegny objem (ml) 15 = Aex=
Fe* vinan pH7.5 Sloucenina metanol
L odpovidajici | odpovidajici | absorbance |absorbance
- P”‘?a”Y .| pridany | . . |absorbance [absorbancek| pfivin.délce |pfivin.délce
Cislo . . e konetné | objem pridany objem konetnd objem P”‘#‘”Y slouCeniny |omplexu pfi| odpovidajici jodpovidajici
wzorku pomér slouéenina : vinan Zelezity koncentra rqztoku oufry koncentra Zisobniho objem pilurcits [urcité vinove|  maximu | maximu
ce vaaln'u ce roztoku metanolu vinové délce|  délce sloueniny | komplexu
Zelezitého
mM Wl il mM il il A A 1= Aex
301 1 2 05 0,005 30 470
302 1 1 10 0,010 60 440
303 15 1 15 0,015 90 410
304 2 1 2,0 0,010 60 940 0,020 120 380
305 3 1 30 0,030 180 320
306 4 1 4,0 0,040 240 260
307 6 1 6,0 0,060 360 140
308 6 0 0 0 1000 0,060 360 140
309 4 0 0 0 1000 0,040 240 260
310 2 0 0 0 1000 0,020 120 380

Tabulka 8 Postup pro Zeleznaté a Zelezité ionty pfi pH 7.5

3.2.4.5. Vypocet poméru zkousena latka/Fen+ nebo

smeérnice
A) Orientaéni zndzornéni poméru

Do grafu naneseme na osu x pomér chelator/zelezo a na osu y absorbanci
v maximu komplexu tj. pfi Ac ma
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B) Vypocitani absorpénich konstant k pro zkoudenou latku - pro Ar wax (K £ max),
Ac max (Ke ¢ max), A1 (K1) @ Aq (K2) @ pro komplex pfi As wax (Kc F wax) @ Ac max (Kc

MAX) .

C) Vypocet zbylé koncentrace testované latky (flavonoidu):
a) pomoci metody symetrie piku: cg = (A — Ay) / k
b) pomoci metody absorbance v maximu testované latky (flavonoidu):

Cr = (Arwmax - Cro * Kcemax) / (Ke max- Kc Fmax),

¢) metody absorbance v maximu komplexu:

Cr = (Acmax — Cro * Kcmax) 1 (Ke c max- Ke max)

D) Stanoveni stechiometrického poméru komplexu P (viz kap. 6.4.4) nebo

smérnice

E) Stanoveni stechiometrického poméru pomoci metody V. (viz kap. 6.4.5)

3.2.5. Statisticka analyza

Vysledky jsou vyjadreny jako primér +/- smérodatna odchylka ( vypocitana podle

vzorce o),

43



3.3. Vysledky

Nejprve byla stanovena kalibra¢ni kiivka pro zeleznaté (Obr. 14) a zelezité ionty

(Obr. 15).

3
2,5 / y =0,028x
R2=0,991
g 2
c
1]
2 15
2 e
< 1
0,5
0
0 20 40 60 80 100 120
Koncentrace Zeleza [uM]
Obr. 14 Kalibra¢ni kfivka Zeleznatych iontd
3
2,5 /‘
y =0,027x
R?=0,995
2 ’
) /
c 1,5
©
2 /
2 1
<
0,5
0
0 20 40 60 80 100 120
Koncentrace Zeleza [uM]

Obr. 15 Kalibra¢ni kfivka Zelezitych iontd

U kazdé testované slouCeniny a kazdého testovaného pH byly dale nejdfive
stanoveny molarni absorpéni konstanty pfi maximu absorpce testované slou€eniny a

také maximu absorpce komplexu u Zeleznatych i Zelezitych iont(. Na Obr. 16 a Obr. 18
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je znazornén ilustrativni pfiklad — kvercetin a jeho komplex s Zelezitymi ionty pfi pH 4.5.
Z obrazku 17 Ize ur€it molarni absorpéni koeficient &€ k370 nebo pro zjednoduseni

konstantu absorpce (kks7o). Pro kvercetin v jeho absorpénim maximu 370 nm plati:

A = 25,246 c (kvercetin v mM)
z toho plyne, Ze k ks70 = 25,246 |.mmol™*

nebo respektive pfi standardni pouzivané Sifce kyvety 1 cm je € kz7o 25 246
l.mol™t.cm™

Pro komplex je mozné vypocCitat opét k nebo g Jedinym rozdilem je, Ze se dana
konstanta vztahuje k ekvivalentni koncentraci kvercetinu, vzhledem k pfedem nejasné
stechiometrii komplexu je toto jedina varianta.

167
1471
12
10
08
0.6
04
0.2

00—ttt t t t T } : ; ; ———
330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
nm

— 43QRC1P6.dsp Fe3+CIQRC6:1pH4.5 43QRC1P10.dsp Fe3+CLQRC10:1pH 4.5

— 43QRC1P15dsp Fe3+CLQRC15:1pH 4.5 43QRC1P20.dsp Fe3+Cl:QRC 20:1pH 4.5
43QRC1P25.dsp Fe3+CI:QRC 25:1pH 4.5 43QRC1S01.dsp QRC:Fe3+CI6:0pH 4.5
43QRC1S02.dsp QRC:Fe3+Cl40pH 4.5 43QRC1S03.dsp QRCFe3+Cl2:0 pH 4.5

Obr. 16 Absorp&ni spektrum kvercetinu (zluta, Seda a ¢erna kfivka — rizné koncentrace
kvercetinu) a jeho komplexu s Zelezitymi ionty pfi pH 4.5 (ostatni barvy). V experimentu
byly pouzity stabilni koncentrace Zelezitych iontd a variabilni koncentrace kvercetinu.

Grafické znarodnéni absorpce v maximu kvercetinu (370 nm) a jeho komplexu (436
nm) je zobrazeno v Obr. 17.
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Obr. 17 Vztah absorbance kvercetinu a jeho komplexu s zelezitymi ionty pfi pH 4.5
v maximu absorpce kvercetinu (Cervena kfivka) a jeho komplexu s zelezitymi ionty
(modra kfivka). Vzhledem k vysokému koeficientu R? jsou obé& zavislosti jednoznaéné

linearniho charakteru.

U kazdé testované latky a kazdého pH byly pak zméfeny absorpéni spektra v rizném
vstupnim poméru kvercetin/zelezo pro zeleznaté i zelezité ionty. Jako vhodny pfiklad
jsou uvedena spektra kvercetinu (Obr. 18). Kazdé spektrum bylo poté vyhodnoceno

podle vySe popsané metodiky vSemi 5 postupy (Obr. 19-22).

46



1671
14
12

10 ==

0.6

|||kl||

0.4

02F
0.0 F—+—————t+———t+———t+————+—+—F—F—F—F
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nm
43QRC1S01.dsp QRC:Fe3+CI6:0 pH 4.5 — 43QRC1502.dsp QRC:FFe3+Cl4:0pH 45
43QRC1S03.dsp QRC:Fe3+Cl20pH45 —— 43QRC2S1.dsp Querc 1.2 Fe3+inpH4.5
43QRC252.dsp Querc 1:1Fe3+inpH 4.5 43QRC2S3.dsp Querc 1.5:1Fe3+inpH 4.5
43QRC2S4.dsp Querc 2.1Fe3+ inpH 4.5 —— 43QRC2S6.dsp Querc 3:1Fe3+inpH4.5
43QRC2S8.dsp Querc 4:1Fe3+inpH4.5 43QRC2S12.dsp Querc6:1Fe3+inpH 4.5

Obr. 18 Absorpcni spektrum kvercetinu s zelezitymi ionty pfi pH 4.5. Pro porovnani
jsou znazornény i absorpéni kfivky tfi koncentraci Cistého kvercetinu (Eervena, tmaveé
modra a zelena). Ostatni kfivky znazoriuji komplex s zelezitymi ionty v rdzném

vstupnim poméru kvercetin/Fe**.
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0,000 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
vstupni pomér sloucenina/Fe

Obr. 19 Vyhodnoceni spektra z Obr. 18 pomoci metody |. Graf znazorfiuje vztah
vstupniho poméru kvercetin/Zelezo a absorbance v maximu komplexu. Z grafu nelze

urcit jaky je pomér kvercetinu a Zeleza v komplexu.
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Obr. 20 Vyhodnoceni spektra z Obr. 18 pomoci metody Il. Po vypocteni koncentrace
nezreagovaného kvercetinu podle v metodologii uvedenych vzorcu byl uréen finalni

pomér pomoci zméfené metody symetrie pik( (1:1).

& 1,40
= i ® Primér metod I, IV
: .
‘e 1,20 Quercetin : Fe3+Cl
]
g $
[=]
— 1,00 +
b ’ ® Metoda Il KOMPLEX
% Quercetin : Fe3+Cl
8_ 0,80 i
z
L 0,60 ® Metoda IV -
>8 SLOUCENINA
& Quercetin : Fe3+Cl
5> 0,40 -

0,20 A ‘

0,00 T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6

vstupni pomér slouéenina/Fe

Obr. 21 Vyhodnoceni spektra z Obr. 18 pomoci metod IlI-1V, respektive jejich praméru.
Po vypocteni koncentrace nezreagovaného kvercetinu podle v metodologii uvedenych
vzorcu byl uréen finalni pomér pomoci metody maxima absorbance testované latky (lll)
a maxima absorbance komplexu (V). Vzhledem k zavislosti metod Il a IV byl zobrazen

i jejich pramér. Finalni pomér Ize pravdépodobné urdgit 1:1.
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Obr. 22 Vyhodnoceni spektra z Obr. 18 pomoci praméru metody V. Pomoci molarnich
absorpcnich koeficientl kvercetinu a komplexu byly pfipraveny teoretické pfimky pro
komplexy se stechiometrii 1:1, 2:1 a 3:1. Naméfené koncentrace zapadaji do

stechiometrie 1:1 kvercetin:Zelezité ionty.

Na dalSich obrazcich (Obr. 23-28) je znazornén kvercetin a jeho komplex
s Zelezitymi ionty pfi pH 5.5. Z obrazku 24 Ize urcit molarni absorp&ni koeficient € kg9 5
nebo pro zjednodu$eni konstantu absorpce (kkssos). Pro kvercetin v jeho absorpénim

maximu 369,5 nm plati, ze:

kK369,5 = 7,722 I.mmOI_l
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53QRC1P15.dsp Fe3+CIQRC 15:1pH 5.5
53QRC1P25.dsp Fe3+CIIQRC 25:1pH 5.5
53QRC1S02.dsp QRCFe3+ Cl4.0pH 5.5

53QRC1P20.dsp Fe3+CI:QRC 20:1pH 5.5
53QRC1501.dsp QRC:Fe3+ CI6:0 pH 5.3
53QRC1S03.dsp QRCFe3+Cl2:0pH 5.5

Obr. 23 Absorp¢ni spektrum kvercetinu (Zluta, Seda, ¢erna kfivka — rizné koncentrace

kvercetinu) a jeho komplexu s Zelezitymi ionty pfi pH 5.5 (ostatni barvy). V experimentu

byly pouzity stabilni koncentrace zelezitych iontli a variabilni koncentrace kvercetinu.

Grafické znarodnéni absorpce v maximu kvercetinu (369,5 nm) a jeho komplexu (436

nm) je zobrazeno v obr.24
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Obr. 24 Vztah absorbance kvercetinu a jeho komplexu s Zelezitymi ionty pfi pH 5.5
v maximu absorpce kvercetinu (8eda kfivka) a jeho komplexu s Zelezitymi ionty (Cerna
kfivka). Vzhledem k vysokému koeficientu R® jsou obé& zavislosti jednoznadné

linearniho charakteru.

A
16T
14+
124
1.01
087+ _
047
0.2+ T = —
[][]r
330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
nm
—— 53QRC1501.dsp QRC:Fe3+Cl60pH5.5 —— 530QRC1S1dsp QRCFe3+Cl1:2pH5.5
—— 530QRC1502.dsp QRC:Fe3+Cl4:0pH 5.5 —— 53QRC1S2.dsp QRC:Fe3+ Cl1:1pHS.5
53QRC1S03.dsp QRCFe3+Cl2:0pH 5.5 53QRC153.dsp QRCFe3+ Cl1.511pHSS
53QRC1S54.dsp QRC:Fe3+ ClZ:1pH 3.5 — 530RC1S6.dsp QRC:Fe3+ CI3:1pH 55
53QRC1S8.dsp QRCFed+ Cl4:1pH 5.5 53QRC1512.dsp QRC:Fe3+ CI61 pHSS

Obr. 25 Absorpéni spektrum kvercetinu s Zelezitymi ionty pfi pH 5.5. Pro porovnani
jsou znazornény i absorpéni kfivky tfi koncentraci Cistého kvercetinu (Cervena, zelena,
svétle modra). Ostatni kfivky znazorfiuji komplex s Zelezitymi ionty v rizném vstupnim

poméru kvercetin/Fe®".
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Obr. 26 Vyhodnoceni spektra z Obr. 25 pomoci metody |. Graf znazorfiuje vztah
vstupniho poméru kvercetin/zelezo a absorbance v maximu komplexu. Z grafu nelze

urcit jaky je pomér kvercetinu a Zeleza v komplexu.
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Obr. 27 Vyhodnoceni spektra z Obr. 25 pomoci metod II-1V, respektive jejich praméru.
Po vypocteni koncentrace nezreagovaného kvercetinu podle v metodologii uvedenych
vzorcu byl uréen finalni pomér pomoci metody symetrie pika (II), metody maxima
absorbance testované latky (lll) a maxima absorbance komplexu (IV). Vzhledem
k zavislosti metod Il a IV byl zobrazen i jejich pramér. Finalni pomér Ize

pravdépodobné urcit 1:1.
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Obr. 28 Vyhodnoceni spektra z Obr. 25 pomoci praméru metody V. Pomoci molarnich
absorp&nich koeficientl kvercetinu a komplexu byly pfipraveny teoretické pfimky pro
komplexy se stechiometrii 1:1, 2:1 a 3:1. Naméfené koncentrace zapadaji do

stechiometrie 1:1 kvercetin:zZelezité ionty.

Obr. 29-34 znazornuji kvercetin a jeho komplex s Zelezitymi ionty pfi pH 6.8.
Z obrazku 30 Ize ur€it molarni absorpéni koeficient &€ k370 nebo pro zjednoduseni

konstantu absorpce (Kksz). Pro kvercetin v jeho absorpénim maximu 370 nm plati, Ze:

K k370 = 9,580 l.mmol*
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63QRC1P15.dsp Fe3+art:QRC 15:1 pH6.8 ——— B3QRCIP20.dsp Fe3+ta:QRC 20:1pH 6.8
63QRC1P25.dsp Fe3+tat:QRC 25:1pH68  ——— B63QRCISO1.dsp QRC:Fe3+tart 6:0 pH 6.8
63QRC1S02.dsp QRCFe3+art 4.0 pH6.8 63QRC1S03.dsp QRC:Fed+art 2.0 pHE.8

Obr. 29 Absorpcni spektrum kvercetinu (zluta, fialova, svétle modra kfivka — razné
koncentrace kvercetinu) a jeho komplexu s Zelezitymi ionty pfi pH 6,8 (ostatni barvy).
V experimentu byly pouzity stabilni koncentrace zelezitych iontll a variabilni
koncentrace kvercetinu. Grafické znarodnéni absorpce v maximu kvercetinu (370 nm)

a jeho komplexu (436,5 nm) je zobrazeno v obr. 30.
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Obr. 30 Vztah absorbance kvercetinu a jeho komplexu s Zelezitymi ionty pfi pH 6,8
v maximu absorpce kvercetinu (8eda kfivka) a jeho komplexu s Zelezitymi ionty (Cerna
kfivka). Vzhledem k vysokému koeficientu R® jsou obé& zavislosti jednoznadné

linearniho charakteru.
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330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
nm
63QRC1501.dsp QRC:Fe3+tart 6:0 pH 6.8 —— B3QRCI1S1dsp QRC:Fe3+tart 112pH 6.8
63QRC1502.dsp QRC:Fe3+tart 4:0 pHE.8 —— B3QRC152.dsp QRCFe3+art :1pH6.8
630RC1503.dsp QRCFel+art 220 pHG.8 63QRC153.dsp QRCFe3+art151pH 6.8
63QRC154.dsp QRC:Fe3+tart2:1pH 6.8 —— G63QRC156.dsp QRCFe3+art31pH 6.8
63QRC15S8.dsp QRC:Fe3+art4:1pH 6.8 63QRC1S12.dsp QRC:Fe3+art6:1pH 6.8

Obr. 31 Absorpéni spektrum kvercetinu s Zelezitymi ionty pfi pH 6,8. Pro porovnani
jsou znazornény i absorpéni kfivky tfi koncentraci Cistého kvercetinu (Cervena, zelena,
svétle modra). Ostatni kfivky znazorruji komplex s Zelezitymi ionty v rdzném vstupnim

poméru kvercetin/Fe**.
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Obr. 32 Vyhodnoceni spektra z Obr. 31 pomoci metody |. Graf znazorfiuje vztah

vstupniho poméru kvercetin/zelezo a absorbance v maximu komplexu. Z grafu nelze

urcit jaky je pomér kvercetinu a Zeleza v komplexu.
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Obr. 33 Vyhodnoceni spektra z Obr. 31 pomoci metod IlI-IV, respektive jejich praméru.
Po vypocteni koncentrace nezreagovaného kvercetinu podle v metodologii uvedenych
vzorcl byl uréen finalni pomér pomoci metody symetrie pika (II), metody maxima
absorbance testované latky (lll) a maxima absorbance komplexu (IV). Vzhledem
k zavislosti metod Il a IV byl zobrazen i jejich prdmér. Finalni pomér Ize

pravdépodobné urdit 1:1.
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Obr. 34 Vyhodnoceni spektra z Obr. 31 pomoci praméru metody V. Pomoci molarnich
absorpénich koeficientll kvercetinu a komplexu byly pfipraveny teoretické pfimky pro
komplexy se stechiometrii 1:1, 2:1 a 3:1. Naméfené koncentrace zapadaji do

stechiometrie 1:1 kvercetin:zelezité ionty.

Na Obr. 35-40 je znazornén kvercetin a jeho komplex s zelezitymi ionty pfi pH 7.5.
Z obrazku 36 lze urcit molarni absorpéni koeficient € k3735 nebo pro zjednoduseni
konstantu absorpce (kks7ss). Pro kvercetin v jeho absorpénim maximu 373,5 nm plati,

ze:

kK373,5 = 9,444 |.mm0|’1
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330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
nm
— T3QRC1P10.dsp Fe3+tart:QRC 10:1pHT.S — T3QRCIP15.dsp Fe3HartQRC 131 pHT.S
—— T3QRC1P20.dsp Fe3+tart:QRC 20:1pH 7.5 —— T3QRC1P25dsp Fed3+tartQRC 25:11pH 7.5
T3QRC1P30.dsp Fe3+tartQRC 30:1pH 7.5 T3QRC1501dsp QRC:Fe3+tart6:0pH 7.5
TIQRC1S02.dsp QRCFe3Hart4:0 pH7.5 ———— T3QRCI1503.dsp QRC:Fe3+tart 2:0 pH7.5

Obr. 35 Absorp&ni spektrum kvercetinu (Zluta, Seda, ¢erna kfivka — rizné koncentrace
kvercetinu) a jeho komplexu s Zelezitymi ionty pfi pH 7.5 (ostatni barvy). V experimentu
byly pouzity stabilni koncentrace zelezitych iontll a variabilni koncentrace kvercetinu.
Grafické znarodnéni absorpce v maximu kvercetinu (373,5 nm) a jeho komplexu (440

nm) je zobrazeno v obr. 36.
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Obr. 36 Vztah absorbance kvercetinu a jeho komplexu s zelezitymi ionty pfi pH 7.5
v maximu absorpce kvercetinu (Seda kfivka) a jeho komplexu s Zelezitymi ionty (Cerna
kfivka). Vzhledem k vysokému koeficientu R* jsou obé& zavislosti jednoznadné

linearniho charakteru.
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330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

nm

— T3QRC1501.dsp QRC:Fed+art 6:0 pH 7.5 — T3QRC151dsp QRC:Fe3art 12pH 7.5

— T3QRC1S02.dsp QRCFe3+#art4:0pH7.5 — T3QRC152.dsp QRCFe3Hart 111pH7.5
T3QRC1503.dsp QRCFe3Hart 20 pH7.5 73QRC153.dsp QRC:Fe3+tart 1.5:1pH 7.5
T3QRC154.dsp QRCFe3+tart2:1pH 7.5 — T3QRC1s6.dsp QRCFe3+art3:1pHT.5
73QRC1S8.dsp QRC:Fed+art4:1pH 7.5 73QRC1512.dsp QRC:Fe3+art6:1pH 7.5

Obr. 37 Absorpéni spektrum kvercetinu s zelezitymi ionty pfi pH 7.5. Pro porovnani
jsou znazornény i absorp¢ni kfivky tfi koncentraci Cistého kvercetinu (€ervena, zelena,
svétle modra). Ostatni kfivky znazornuji komplex s zelezitymi ionty v rizném vstupnim

poméru kvercetin/Fe®".
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Obr. 38 Vyhodnoceni spektra z Obr. 37 pomoci metody |. Graf znazorfuje vztah
vstupniho poméru kvercetin/Zelezo a absorbance v maximu komplexu. Z grafu nelze

urcit jaky je pomér kvercetinu a Zeleza v komplexu.
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Obr. 39 Vyhodnoceni spektra z Obr. 37 pomoci metod II-IV, respektive jejich praméru.
Po vypocteni koncentrace nezreagovaného kvercetinu podle v metodologii uvedenych
vzorcu byl uréen finalni pomér pomoci metody symetrie pika (II), metody maxima
absorbance testované latky (lll) a maxima absorbance komplexu (IV). Vzhledem
k zavislosti metod Il a IV byl zobrazen i jejich prdmér. Finalni pomér Ize

pravdépodobné urdit 1:1.
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Obr. 40 Vyhodnoceni spektra z Obr. 37 pomoci praméru metody V. Pomoci molarnich
absorp&nich koeficientl kvercetinu a komplexu byly pfipraveny teoretické pfimky pro
komplexy se stechiometrii 1:1, 2:1 a 3:1. Naméfené koncentrace zapadaji do

stechiometrie 1:1 kvercetin:Zelezité ionty.

Na obrazku 41 je zobrazeno absorpéni spektrum kvercetinu s Zeleznatymi ionty pfi

pH 4.5. V tomto pfipadé nedochazi k tvorbé& komplexu.
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—— 42QRCI1PG.dsp Fe2+QRC 6:1pH 4.5 —— 42QRC1P15.dsp Fe2+QRC15:1pH 4.5

— 42QRC1P20.dsp Fe2+:QRC 20:1pH 4.5 —— 42QRCI1P25.dsp Fe2+QRC 25:1pH 4.5
42QRC1P30.dsp Fe2+:QRC 30:1pH 4.5 420RC1501.dsp QRC:Fe2+ 60 pH 4.5
42QRC1S02.dsp QRCFe2+4:0pH 4.5 —— 42QRCI1S03.dsp QRCFe2+20pH4.5

Obr. 41 Absorpéni spektrum kvercetinu s zeleznatymi ionty pfi pH 4.5. Pfi tomto pH

netvofi Fe?* s kvercetinem komplex.

Na obrazcich 42-47 je zobrazen kvercetin a jeho komplex s Zeleznatymi ionty pfi
pH 5.5. Zobrazku 43 Ize uréit molarni absorpéni koeficient & k370 nebo pro
zjednodu$eni konstantu absorpce (kgs7). Pro kvercetin v jeho absorp&nim maximu 370

nm plati, Ze:

K k370 = 8,52 I.mmol™
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52QRC2S02.dsp QRC:Fe2+ 4.0 pH5.5 52QRC2S03.dsp QRC:Fe2+ 2:0 pH5.5

Obr. 42 Absorpcni spektrum kvercetinu (zluta, fialova, svétle modra kfivka — razné
koncentrace kvercetinu) a jeho komplexu s zeleznatymi ionty pfi pH 5.5 (ostatni barvy).
V experimentu byly pouzity stabilni koncentrace Zzeleznatych iontd a variabilni
koncentrace kvercetinu. Grafické znarodnéni absorpce v maximu kvercetinu (370 nm)

a jeho komplexu (434,5 nm) je zobrazeno v obr. 43.
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Obr. 43 Vztah absorbance kvercetinu a jeho komplexu s zeleznatymi ionty pfi pH 5.5
v maximu absorpce kvercetinu (Seda kfivka) a jeho komplexu s Zeleznatymi ionty
(Serna kiivka). Vzhledem k vysokému koeficientu R? jsou obé& zavislosti jednoznaéné

linedrniho charakteru.
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520RC2S01.dsp QRCFe2+60pH 5.5
520RC2S02.dsp QRCFe2+ 40 pH5.5
520RC2503.dsp QRCFe2+ 220 pH5.5
520RC2S4.dsp QRCIFe2+ 2:1pH 5.5
52QRC2S8.dsp QRC:Fe2+ 4:1pH 5.5

520RC2S1.dsp QRC:Fe2+ 1:2pH 5.5
520RC2S2.dsp QRCFe2+ 11pH 5.5
520RC2S3.dsp QRC:Fe2+ 1.5:1pH 5.5
520RC2S6.dsp QRC:Fe2+ 3:1pH 5.5
52QRC2S12.dsp QRC:Fe2+ 6:1pH 5.5

Obr. 44 Absorpéni spektrum kvercetinu s zeleznatymi ionty pfi pH 5.5. Pro porovnani

jsou znazornény i absorp¢ni kfivky tfi koncentraci Cistého kvercetinu (€ervena, zelena,

svétle modra). Ostatni kfivky znazorfuji komplex s zeleznatymi ionty v rdzném

vstupnim poméru kvercetin/Fe?".

0,300 -

0,250

absorbance

0,200 -

0,150 - -

0,100 -

0,050 -

@® Absorbance pfi A

odpovidajici

absorpénimu maximu

komplexu

0,000 T T T T
9} 1 2 3 4

5 6

vstupni pomér slouéenina/Fe

Obr. 45 Vyhodnoceni spektra z Obr. 44 pomoci metody |. Graf znazorfiuje vztah

vstupniho poméru kvercetin/Zelezo a absorbance v maximu komplexu. Z grafu nelze

uréit, jaky je pomér kvercetinu a Zeleza v komplexu.
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Obr. 46 Vyhodnoceni spektra z Obr. 44 pomoci metod IlI-IV, respektive jejich praméru.
Po vypocteni koncentrace nezreagovaného kvercetinu podle v metodologii uvedenych
vzorcu byl ur€en finalni pomér pomoci metody symetrie pika (Il), metody maxima
absorbance testované latky (lll) a maxima absorbance komplexu (IV). Vzhledem
k zavislosti metod Ill a IV byl zobrazen i jejich primér. Finalni pomér nelze s jistotou

urcit, pravdépodobné 1:1.
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Obr. 47 Vyhodnoceni spektra z Obr. 44 pomoci praméru metody V. Pomoci molarnich
absorpénich koeficientll kvercetinu a komplexu byly pfipraveny teoretické pfimky pro
komplexy se stechiometrii 1:1, 2:1 a 3:1. Naméfené koncentrace zapadaji do

stechiometrie 1:1 kvercetin:Zeleznaté ionty.

Obr. 48-53 zachycuji kvercetin a jeho komplex s Zeleznatymi ionty pfi pH 6.8.
Z obrazku 49 lze urcit molarni absorpéni koeficient € k3705 nebo pro zjednoduseni

konstantu absorpce (Kkz7o,5)-

kK370,5 =15,92 I.mmol'l
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— 62QRC1P20.dsp Fe2+:QRC 20:1pH 6.8+HA 62QRC1P25.dsp Fe2+:QRC 25:1 pH 6.8+H#

— 62QRCIP40.dsp Fe2+:QRC 40:1pH 6.8+HA 62QRC1P50.dsp Fe2+:QRC 50:1pH 6.8+H#
620RC1S01.dsp QRC:Fe2+6:0 pH 6.8 62QRC1S02.dsp QRCFe2+40pH 6.8
62QRC1503.dsp QRC:Fe2+2:0 pH 6.8

Obr. 48 Absorp¢ni spektrum kvercetinu (svétle modra, zluta, Seda kfivka — rGzné
koncentrace kvercetinu) a jeho komplexu s Zeleznatymi ionty pfi pH 6,8 (ostatni barvy).
V experimentu byly pouzity stabilni koncentrace zeleznatych iontll a variabilni
koncentrace kvercetinu. Grafické znarodnéni absorpce v maximu kvercetinu (370,5

nm) a jeho komplexu (433 nm) je zobrazeno v obr. 49.

® A370,5

absorbance
=
(m)]
|

y=15,92x
1,2 R? = 0,999
® A433

0,6 - y = 18,78x
R2=0,978

0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100

koncentrace slouéeniny [mM]

Obr. 49 Vztah absorbance kvercetinu a jeho komplexu s zeleznatymi ionty pfi pH 6,8
v maximu absorpce kvercetinu (Seda kfivka) a jeho komplexu s Zeleznatymi ionty
(Serna kiivka). Vzhledem k vysokému koeficientu R? jsou obé& zavislosti jednoznaéné

linearniho charakteru.
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62QRC1S01.dsp QRC:Fe2+6:0pH 6.8 —— 620RC1S1dsp QRC:Fe2+1:2pH6.8
62QRC1S02.dsp QRCFe2+4:0pH 6.8 —— 620RC1S2.dsp QRC:Fe2+ 1:1pHGE.8
62QRC1S03.dsp QRCFe2+20pH 6.8 620RC1S3.dsp QRCFe2+ 1511 pHES
62QRC1S4.dsp QRC:Fe2+ 2:1pH 6.8 —— 620RC1S6.dsp QRCFe2+3/1pH68
62QRC1S8.dsp QRC:Fe2+4:1pH 6.8 620RC1S12.dsp QRC:Fe2+ 6.1 pHE.8

Obr. 50 Absorpéni spektrum kvercetinu s Zeleznatymi ionty pfi pH 6,8. Pro porovnani

jsou znazornény i absorpéni kfivky tfi koncentraci Cistého kvercetinu (Cervena, zelena,

svétle modra). Ostatni kfivky znazorfiuji komplex s Zeleznatymi ionty v rizném

vstupnim poméru kvercetin/Fe?".
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Obr. 51 Vyhodnoceni spektra z Obr. 50 pomoci metody |. Graf znazorfiuje vztah

vstupniho poméru kvercetin/Zelezo a absorbance v maximu komplexu. Z grafu nelze

uréit, jaky je pomér kvercetinu a Zeleza v komplexu.
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Obr. 52 Vyhodnoceni spektra z Obr. 50 pomoci metod II-1V, respektive jejich priméru.
Po vypocteni koncentrace nezreagovaného kvercetinu podle v metodologii uvedenych
vzorcu byl ur€en finalni pomér pomoci metody symetrie pika (II), metody maxima
absorbance testované latky (lll) a maxima absorbance komplexu (IV). Vzhledem
k zavislosti metod Il a IV byl zobrazen i jejich pridmér. Findlni pomér Ize
pravdépodobné urcit z metody Il na 1:1, u prdméru metod Ill a IV je vysledek

nejednoznacny.
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Obr. 53 Vyhodnoceni spektra z Obr. 50 pomoci praméru metody V. Pomoci molarnich
absorpénich koeficientll kvercetinu a komplexu byly pfipraveny teoretické pfimky pro
komplexy se stechiometrii 1:1, 2:1 a 3:1. Naméfené koncentrace zapadaji do

stechiometrie 1:1 kvercetin:Zeleznaté ionty.

Poslednim pfikladem této slou€eniny je jeho komplex s Zeleznatymi ionty pfi pH
7.5 (Obr. 54-59). Z obrazku 5 Ize urcit molarni absorpéni koeficient € k371 nebo pro
zjednodu$eni konstantu absorpce (kgsz71). Pro kvercetin v jeho absorp&nim maximu 371

nm plati, Ze:

kK371 = 4,092 I.mmOI_l
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T20RC1P2.dsp Fe2+:QRC 2:1pH 7.5+HA —— T2QRCI1P4.dsp Fe2+:QRC 4:1pH 7.5+HA
72QRC1P10.dsp Fe2+:QRC 10:1pH 7.5+HA —— T2QRCI1P20.dsp Fe2+:QRC 20:1pH 7.5+H£
T2QRC1S01.dsp QRC:Fe2+ 1:0 pHT7.5+HA T2QRC2S01.dsp QRC:Fe2+6:0 pH 7.5+HA
T20RC2S502.dsp QRC:Fe2+ 4:0 pH7.5+HA T20RC2503.dsp QRC:Fe+ 2:0 pH7.5+HA

Obr. 54 Absorpc¢ni spektrum kvercetinu (svétle modra, oranzova, Seda, ¢erna kfivka —
rizné koncentrace kvercetinu) a jeho komplexu s zeleznatymi ionty pfi pH 7.5 (ostatni
barvy). V experimentu byly pouzity stabilni koncentrace zeleznatych iont a variabilni
koncentrace kvercetinu. Grafické znarodnéni absorpce v maximu kvercetinu (371 nm)

a jeho komplexu (445 nm) je zobrazeno v obr. 55.
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Obr. 55 Vztah absorbance kvercetinu a jeho komplexu s zeleznatymi ionty pfi pH 7.5
v maximu absorpce kvercetinu (Seda kfivka) a jeho komplexu s zeleznatymi ionty
(8erna kfivka). Vzhledem k vysokému koeficientu R? jsou obé& zavislosti jednoznaéné

linearniho charakteru.

A
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081"
04t
02t
0.0 _l:l + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + {
330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
nm
720RC2S01.dsp QRCFe2+ 6:0pH7.54HA  —— 72QRC2S1.dsp QRCFe2+ 12 pH 7.5+HA
720RC2S02.dsp QRC'Fe2+ 40pHT7.5+HA ~ —— 72QRC2S2.dsp QRC-Fe2+ 1:1pH 7.5+HA
720RC2503.dsp QRC:Fe2+ 2:0 pH7.5+HA 720RC2S3.dsp QRC:Fe2+ 15:1 pH 7.5+HA
720RC2S4.dsp QRC:Fe2+ 2:1pH 7.5+HA —— 720RC2S6.dsp QRC:Fe2+ 3:1pH 7.5+HA
720RC2S8.dsp QRC:Fe2+ 4:1pH 7.5+HA 720RC2512.dsp QRG:Fe2+ 6:1 pH 7.5+HA

Obr. 56 Absorpéni spektrum kvercetinu s Zeleznatymi ionty pfi pH 7.5. Pro porovnani
jsou znazornény i absorpéni kfivky tfi koncentraci Cistého kvercetinu (Cervena, zelena,
svétle modra). Ostatni kfivky znazornuji komplex s Zeleznatymi ionty v rizném

vstupnim poméru kvercetin/Fe?*.
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Obr. 57 Vyhodnoceni spektra z Obr. 56 pomoci metody |. Graf znazorfuje vztah

vstupniho poméru kvercetin/Zelezo a absorbance v maximu komplexu. Graf naznacduje

pomér 2:1.
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Obr. 58 Vyhodnoceni spektra z Obr. 56 pomoci metod II-IV, respektive jejich praméru.
Po vypocéteni koncentrace nezreagovaného kvercetinu podle v metodologii uvedenych
vzorcu byl ur€en finalni pomér pomoci metody symetrie pika (II), metody maxima
absorbance testované latky (lll) a maxima absorbance komplexu (IV). Vzhledem
k zavislosti metod Ill a IV byl zobrazen i jejich primér. Metoda Il ukazuje jednoznaéné

na komplex 1:1, primér metod lll a IV je nezfetelny,
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Obr. 59 Vyhodnoceni spektra z Obr. 56 pomoci praméru metody V. Pomoci molarnich
absorpénich koeficientl kvercetinu a komplexu byly pfipraveny teoretické pfimky pro
komplexy se stechiometrii 1:1, 2:1 a 3:1. Pomoci této metody pfi tomto pH nelze
presné urcit pomér kvercetin:zeleznaté ionty. Ani zakladni kfivka neodpovida pfimce
koncentrace kvercetinu, je tedy pravdépodobné, Ze absorpCni konstanty nebyly

spravné urceny.

Jako daldi modelové latky byly vybrany standardné& pouzivany p.o. chelator
Zeleza deferipron a experimentalni chelator 8-hydroxychinolin a provedena u nich
chelatace pfi riznych pH s Zeleznatymi i Zelezitymi ionty. Tyto pfiklady byly vybrany
umysiné jako latky, u kterych jsou rozdily mezi absorpénim spektrem testované latky
velké (8-hydroxychinolin) nebo naopak velmi malé (deferipron). Jako vzorovy pfiklad
byla vybrana chelatace Zeleznatych iontll 8-hydroxychinolinem pfi pH 5.5 (Obr. 60) a
Zelezitych pfi pH 6.8 deferipronem (Obr. 62). U 8-hydroxychinolinu jde jiz
z naméfeného spektra a odpovidajici absorbance v maximu komplexu (obr. 61)
jednoznaéné urcit stechiometrii komplexu, dalsi metody nebyly provadény. Naopak u
deferipronu nelze vUbec zabsorbance pfi maximu absorpce komplexu urcit

stechiometrii komplexu (Obr. 63).
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580HQ232.dsp 80HQ:Fe2+ 3:1ph 5.5 580HQ234 dsp 80HQ:Fe2+ 5:1ph 5.5
580HQ235.dsp 80HQ:Fe2+ 6:1ph 5.5

Obr. 60 Absorp¢ni spektrum 8-hydroxychinolinu v kombinaci s Zeleznatymi ionty
pfi pH 5.5. Ze spektra je dobfe patrné, Ze pfi pomérech 3:1, 4:1 a 6:1 jsou jiz zmény
v absorpénim maximu komplexu (tj. 456 nm) minimalni, coz je dobfe vidét i na

nasledujicim obr. 61.

0,25 ~

0,2 -

0,15 - * °

absorbance 456 nm

0,05 ~ ®

0 1 2 3 4 5 6
vstupni pomér 8-hydroxychinolin/Fe?*

Obr. 61 Vyhodnoceni spektra z Obr. 60 pomoci metody |. Graf znazorfiuje vztah
vstupniho poméru 8-hydroxychinolin/Zzelezo a absorbance v maximu komplexu (456
nm). Jde o primér dvou mérfeni. Z grafu jednoznacné vyplyva komplex se stechiometrii
3:1.
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—— GDRP0.04B.dsp DRP:Fe3+tart4:0 pH6.8 60DRP0.06B.dsp DRP:Fe3+tart6:0 pH6.8
G6DRPpeak302.dsp Fe3+tart:DRP 10:1pH 6.8 6DRPpeak303.dsp Fe3+art:DRP 7.5:1pH|I
—— GDRPpeak304.dsp Fe3+tartDRP6:1pH 68 6DRPpeak305.dsp Fe3+artDRP 6:1pH 6!

Obr. 62 Absorpcni spektrum deferipronu (zelend a modra kfivka) a jeho
komplexu s zelezitymi ionty pfi pH 6.8 (ostatni barvy, stabilni koncentrace Zelezitych
iontl a variabilni koncentrace deferipronu). Absorpce v maximu kvercetinu odpovida

vinové délce 279,5 nm, absorpce v maximu komplexu 292 nm.

6DRP0.04B.dsp DRP:Fe3+tart 4:0 pH 6.8 —— GDRP0.06B.dsp DRP:Fe3+tart 6:0 pH6.8
6DRP300.dsp DRP:Fe3+ 12 pH 6.8 — 6DRP301.dsp DRP:Fe3+1:1pHE.8
6DRP302.dsp DRPFe3+151pHB8 6DRP303.dsp DRP:Fe3+ 2:1pH 6.8
6DRP304 dsp DRPFe3+tart3:1pH 6.8 —— G6DRP305dsp DRP:Fe3+tart4:1pH 68
6DRP306.dsp DRP:Fe3+tart6:1pH 6.8

Obr. 63 Absorpéni spektrum raznych koncentraci deferipronu pfi stabilni
koncentraci zelezitych iontl pfi pH 6.8. Ze spektra je na rozdil od pfedchozich pfipadu
(Obr. 60) nemozné zjistit pfimo stechiometrii komplexu. Proto bylo poté spektrum

vyhodnoceno podle vySe popsané metodiky vdemi 5 postupy (Obr. 64-67).
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Obr. 64 Vyhodnoceni spektra z Obr. 63 pomoci metody |. Graf znazoriuje vztah
vstupniho poméru deferipron/zelezo a absorbance v maximu komplexu (292 nm).

Z grafu nelze vabec urcit stechiometrii komplexu.
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Obr. 65 Vyhodnoceni spektra z Obr. 63 pomoci metody Il. Z grafu je ¢aste¢né
patrné, ze pfi poméru 3:1 uz pomér dale nestoupa a osciluje kolem vypoctené

hodnoty (osy) 3 ukazujici na pomér 3:1.
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Obr. 66 Vyhodnoceni spektra z Obr. 63 pomoci metod llI-1V, respektive jejich
priméru. Po vypocteni koncentrace nezreagovaného deferipronu podle
v metodologii uvedenych vzorcl byl ur€en finalni pomér pomoci metody maxima
absorbance testované latky (lll) a maxima absorbance komplexu (IV). Vzhledem
k zavislosti metod Ill a IV byl zobrazen i jejich primér. Z grafu nelze s jistotou

urcit stechiometrii komplexu.
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Obr. 67 Vyhodnoceni spektra z Obr. 63 pomoci priméru metody V. Pomoci
molarnich absorp&nich koeficientd deferipronu a komplexu byly pfipraveny
teoretické pfimky pro komplexy se stechiometrii 1:1, 2:1, 3:1. Naméfené
koncentrace do stechiometrie 3:1,

nejvice zapadaji ale vysledek je

nejednoznacny.

Shrnuti testovanych pfikladl je uvedeno v tabulce 9.

Testovana latka | Fe” / | pH | Pomér Rozdil mezi | Pomér Pomeér Pomeér
Fe® z metody | absorpénim | z metody | zmetod | z metod
ionty I maximem 1] naltv yV

testované
latky a jeho
komplexu

v nm

kvercetin 2+ 55 | ?? 64,5 1:17 1:17 1:1

kvercetin 2+ 6.8 | ?? 62,5 1:1 1:17 1:1

kvercetin 2+ 75 | 217 74 1:1 1:17 ?7?

kvercetin 3+ 45 | ?2? 66 1:1 1:17 1:1

kvercetin 3+ 55 | ?? 66,5 1:17 1:17 1:1

kvercetin 3+ 6.8 | ?? 66,5 1:1 1:1 1:1

kvercetin 3+ 75 | ?? 66,5 1:1 1:1 1:1

deferipron 3+ 6.8 | ?? 12,5 31 ?? 317

8-hydroxychinolin | 2+ 55 |31 149 N N N

?? - nelze urcit, ? - neni jednoznacné, N - neméfeno

Tabulka 9 Porovnani vhodnosti jednotlivych

komplexu.

metodik k odhadnuti

stechiometrie
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3.4. Diskuze

Chelatory zeleza jsou molekuly obsahujici atomy kysliku, dusiku nebo siry, které
vytvareji komplexy s ionty tézkych kovd, a tim eliminuji jejich toxicitu. Mohou byt
vyvinuty s vy$si afinitou pro Fe?* nebo Fe**. S trojmocnymi ionty vznikaji vétSinou
pevnéjSi komplexy (35). Mezi chelatory Zeleza fadime celou fadu latek a to nejen
syntetickych. Patfi k nim i flavonoidy a je pravdépodobné, Ze nékteré jejich pozitivni

ucinky jsou spojeny s jejich kov chelatujicim u€inkem (36).

Existuje cela fada postupl ke stanoveni chelata¢ni uc€innosti. Pro stanoveni chelatace
zeleznatych iontll se da uspésné pouzit ferrozinova metoda (33-34). Tato metodika ale
neni pouzitelna pro pfimé stanoveni chelatace zelezitych iontl. Ta se da stanovit mj.
pfimou spektrofotometrii. Ferrozinovou metodou nelze také presné urdit

stechiometricky pomér v komplexu, na ktery je tato diplomova prace také zamérena.

Z vysledkl vyplyva (Tab. 9), ze u vétSiny latek, u kterych je rozdil mezi absorpénim
maximem Cisté latky a jeho komplexu s zelezem maly (napf. kvercetin: 62,5-74 nm,
deferipron 12,5 nm), je nutné pouzit radéji vice metod pro zjiSténi pfesné
stechiometrie. Jako nejpfesnéjsi se jevi metody Il a V. Vysledky pomoci téchto metod
jsou veétSinou jednoznacné. Metody IIl a IV jsou méné piesné. Ve vétsiné pfipadu se
konecny pomér nedal pfesné urcCit. Je mozne, ze absorpce komplexu nebyla pfesné

stanovena.

PFfi vysokém rozdilu vinovych délek (napf. 8-hydroxychinolinol) stai ke zjisténi
vysledného poméru nejjednodusSi metoda |, kdy se pouze sleduje absorbance
v maximu komplexu a neni nutné stanovovat konstanty absorpce a neni nutné

provadét metody dalsi.

Namérfené vysledky odpovidaji dostupnym pracim zaméfenym na stanoveni
stechiometrického poméru komplexu. Znamy chelator deferipron tvofi podle X-
paprskové krystalografie komplexy 3:1 s Zelezem (11), coz je pIné v souladu s vysledky
této DP. Stejné i 8-hydroxychinolin chelatuje Zelezo v poméru 3:1. Komplex 8-

hydroxychinolin:Zelezo odpovida publikovanym datim (22).

U flavonoidl sice existuje cela fada studii zkoumajici jejich interakce s Zelezem, ale
vysledky nejsou jednotné. Velkou roli zde hraje kromé zvoleného pH, i typ rozpoustédla
a metodika. NejsofistikovanéjSi metodika (elektrosprejova ionizacni hmotnostni
spektrometrie (ESI-MS)) poskytla pfimy dikaz vzniku komplext riznych stechiometrii,

mezi nimiz poméry 1:1 a 1:2 (kov:kvercetin) byly povazovany za vice pravdépodobné
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(38-39). V nasi studii byl za testovanych podminek stechiometricky pomér s vyjimkou

pH 4.5 u Zeleznatych iontl 1:1.

V molekule kvercetinu existuje vice chelataénich mist, tj. 3-hydroxyl-4-karbonylova
skupina, 4-karbonyl-5-hydroxylova skupina a také 3'-4 'hydroxylova (pokud existuje)
stechiometrii 1:1. To mlze souviset i s energetickou stabilitou komplexu. Komplex
dvou molekul kvercetinu s jednim Zelezem je energeticky stabiln&jSi nez komplexy s
jednou nebo tfemi molekulami kvercetinu, ale pouze v pfipadé tfech molekul kvercetinu
jsou v8echny orbitaly atomu Zeleza nasycené vytvofenim kovalentnich vazeb. Vytvofi
se Sest ortogonalnich Fe-O vazeb (37). ). Je tedy mozné, Ze ve vysledném komplexu
se stechiometrii 1:1 jsou vSechny orbitaly atomu(U) Zeleza vyuzity na vazbu s vice nez

jednou funkéni skupinou. Tuto hypotézu bude ale nutno jesté ovéfit jinymi metodikami.
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3.5. Zaver

Cilem této diplomové prace byla snaha o vytvofeni a standardizaci screeningové
metodiky ke stanoveni schopnosti riznych latek chelatovat Zeleznaté a Zelezité ionty
pomoci spektrofotometrie. Sou€asné v pfipadé pozitivity, tj. schopnosti latky chelatovat

zelezo, méla umoznit stanoveni stechiometrického poméru komplexu.

Byly vyvinuty 4 nové modifikované in vitro metody pro stanoveni stechiometrickych
pomeérl v komplexu Zelezo-chelator pfi riznych pH (4,5, 5,5, 6,8 a 7,5) pfimou UV-VIS
spektrofotometrii. Zakladnim principem téchto metod je rozdil v absorbanci méfené
latky a jejiho komplexu s zelezem. Nejjednodussi méreni zalozené na odedcteni
absorpce v maximu komplexu je uzite€né pouze v omezenych pfipadech, kdy je rozdil
mezi absorpénim maximem Cisté latky a jejiho komplexu velky (napf. 8-
hydroxychinolin). Ve vétSiné pfipadl (kdy rozdil mezi absorp&nim maximem disté latky
a jeho komplexu s zelezem je maly) je zapotfebi sofistikovanéjSi(ch) metod(y) zalozené
na hodnoceni molarniho absorpéniho koeficientu testované latky a jejiho komplexu.
Zvlasté je tento pfistup nadéjny pro stanoveni zelezo-chelataéni aktivity flavonoidu, kde

se dostupné prace lisi.

Vysledky ziskané vtéto DP byly porovnany s literaturou u znamého chelatoru
deferipronu a také dalSiho syntetického chelatoru 8-hydroxychinolinu. Tyto vysledky
odpovidaji publikovanym udajum a ukazuji tak spravnost zvolené metodiky. U
flavonoidd nelze toto porovnani plné uskuteCnit vzhledem k variabilnim vysledkim
riznych studii, kde velkou roli hraje kromé& zvoleného pH, i typ rozpoustédla a

metodika.
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4. Seznam zkratek

DFO deferoxamin
DFP deferipron

DOX doxorubicin

DEX dexrazoxan

FDO furildioxim

8HQ 8-hydroxychinolin

HA hydroxylamin chlorid
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