UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE BOTANIKY

POROVNANI INTERAKCI EKVOLU A DESMETHYLANGOLENSINU SE ZELEZEM
A MEDI

DIPLOMOVA PRACE

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Jana Karlickova, Ph.D.

Vedouci katedry: doc. Ing. Lucie Cahlikov4, Ph.D.

Hradec Kralové, zari 2018 Hana Némcova



CHARLES UNIVERSITY
FACULTY OF PHARMACY IN HRADEC KRALOVE
DEPARTMENT OF PHARMACEUTICAL BOTANY

COMPARISON OF INTERACTIONS OF EQUOL AND DESMETHYLANGOLENSIN
WITH IRON AND COPPER

DIPLOMA THESIS

Supervisor: PharmDr. Jana Karlickov3, Ph.D.

Head of Department: doc. Ing. Lucie Cahlikov4, Ph.D.

Hradec Kralové, September 2018 Hana Némcova



PROHLASENI

»Prohlasuji, Ze tato prace je mym ptvodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci

fadné citovany. Prace nebyla vyuZita k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové

Dne Hana Némcova




PODEKOVANI

V prvé fadé bych chtéla podékovat své Skolitelce pani PharmDr. Jané Karlickové, Ph.D.
za odborné vedeni diplomové prace, pomoc pii experimentdlnich métenich, poskytnuté
materialy, cenné rady pfti zpracovani diplomové prace a predevsim za trpélivost, kterou mi
vénovala.

Dale bych chtéla podékovat celé Katedie farmaceutické botaniky za poskytnuti
laboratoire k naméreni vysledkd, ochotu a vstricné jednani. Vznik této diplomové prace byl
podpoten grantem GAUK 108021 C.

V neposledni tadé bych chtéla podékovat také své rodiné za nelnavnou podporu

béhem celého studia.



Obsah

SEZNAM ZKRATEK couietietseirissessseesssessssssssssesssessssssssssesssssssss s sssssssss s ssssssss s s s sssssssses s s sssesssssssssssssssesss 8
1 UIVOD weeetteeeeseeeeseeeeseseessessesesssessseseses 5158558880 9
7 1 PP 10
3 TEORETICKA CAST ..oovvievreievreseressessessessesssessesssssssssssssssssssssss s ssss s ssss s ssss s sssssssss s sssses 11
3.1 ZELEZO ooieeooieeeosseeosssessssssessssessssessseesssssssessssssss s s s s s 11
311 7120 MIMO liASKY OTZANISIUS.......ovvvvveeeeeeeereseessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesseseeeees 11
3.1.2 Zelezo v 1idSKEM OrGANISIU ......vccveeesesssssssssesssessseeessssssssssssssssssssessessesssssssssssssssssssssessssessssss 11
3.1.3 FarmaKkoKiNetiKa ZEIEZa ...ttt nsse s s ssss s seees 13
3.14 HOMEOSLAZA ZEIEZA ...eevevrcereeretectreere ettt st bbb 14
3.1.5 Nadbytek Zeleza V OTZaniSINU .......oueeeneeeeseeseesseessseesseesssssssssessessssesssessssssssssssssssssssssssees 15
3.1.6 Nedostatek Zeleza v OrganiSMUL. ... eeeeeesneesseeseesseeessesseesssessssssssseessessssssssesssssssssssesssees 16

3.2 MED cooerirreserresissesessssessesessesess s ses s s8R R R 17
321 MEd’ mimo lidSKY OrganiSIMUS .......coereenneureenenseeseesseesesessseesessessse s ssssssesesssssssssssssseeas 17
3.2.2 MEd' V lidSKEM OTZANISITIU .....ceuieereeeeeeecteeeseseessessseesseesssses s sssss s ss st sssssssss s sassssssanees 17
3.2.3 FarmakoKinetika MEI. ..o eceseeseisecseeseisessseess sesesssnsse s s sss s sssss s saeses 19
3.24 HOMEOSLAZA MBI ...ttt bbbt bbb 20
3.2.5 Nadbytek MEdi V OTrZaniSIMU.......oceeeieereeeneeseirseesseesseseseesseesssessssessesssssssesssessssesssesssssssssssssssees 21
3.2.6 Nedostatek MEdi V OraniSIMU ... eereeeerereesereesseessseesseesseessssssesssessseessesssssssseesssssssssssesnees 22

3.3 ISOFLAVONOIDY .ottirieruerseesssesssssssssssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssassssessssssssssssssssssssssss sesssnsess 23
3.3.1 ChemiCKA STIUKLUTA c.ucuecereeeeeeereeseies et sesssebses st sessss bbb s es st et s 23
3.3.2 ZASTUPCI @ VYSKY L rtirririnesisesrsssnessssse s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssnssas 24
3.3.3 VIASTNOSEE @ VYUZILE .coeeeceriereieceseeseesees et sesseessseessessesssesse st sessss s e s ss s st s ssssnsans 24
3.34 M ETADOLISIIIUS ...cvueeuresserseeseese e seesees e es b sss bbb es bR e Ea bR 25
3.35 TESEOVANE JALKY ....ceuieeieerectseeiseceseet ettt s sb s bbb bbb 27

34 CHELATACE ..ottt e ssssse s sssse s sssse s sess s sss s8R 28

S 70 T 2421 D101 08 2PN 28

4 EXPERIMENTALNIT CAST covooooeeeeseeeseeeesseseeesssessssssssseessssssesssssssssssssssssssssssssesssssseesssssesesssssseessssssssesssssssssssens 29



A1 MATERIAL oovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseescoessesseeessssssesssssssssesssssessesssssesssssssessssssssssss sessessssssssssssssssssssessssnssesssmssessesssssee 29

4.2 VYUZIVANE PRISTROJE ..ooovvreerssssescsssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseseen 29
43 POUZIVANE CHEMIKALIE..cooomsrrrorresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssessssessesessessessssessesessesens 29
4.3.1 Chemikalie pro meéreni s 10Nty ZEIEZa......ooirreuriemeereerrerereesec e e esss s seees 29
4.3.2 Chemikalie pro méreni s 10Nty MEdi ..o 30
4.4 TESTOVANE LATKY wooovresereesersssessssessessessesessesessesessesessesssssssessesessssesssessassessesesssesssessssssesoee 30
4.5 VYUZIVANE PROGRAMY ..ooovovrrevrssessessssesssssssssssssssssssssssssessssssssssssessssessssessssssssssessesesssssssssens 31
4.6 METODIKA PRO MERENT S IONTY ZELEZA...coocvrrssmressmmessnesssssssssssssssssssssessssessessessssessssesens 31
4.6.1 Priprava zakladnich a pracovnich roztokd a vzorki testovanych lateK........ccoureennee 31
4.6.2 Kontrolni zkouSka roztoKQ i0Ntl ZEIEZa.....c.comeeeermeemeeereeerieseesssessessseesssessseessesesesssssssesanens 32
4.6.3 Kalibrace ZeleZnatyCh 10Nt ..o eereereeeneencerneeseessesesseessecssseesseesessssssssesssessssesssessssssssessmsssnees 33
4.6.4 Chelatace ZelezZnatyCh 10Nt ... s ssssses 34
4.6.5 Chelatace ZelezityCh 10N ..o ecerneee ettt seeesees st sss st sesssse s s s et sanees 35
4.6.6 RedUKCE ZEIEZITYCH TONTH ..uvvvveeeerseeeseeesseeeseeesssessssessssessssessssessessssssssssesssssssssessssssssssssssesssseees 36
4.7 METODIKA PRO MERENT S IONTY MED..oooccrrrresrresnsssssssssessssessssessesessesesssssessesessesessesens 37
471 Priprava zakladnich a pracovnich roztok a vzorki testovanych lateK........ccouwerees 37
4.7.2 Kontrolni zkouska roztoKl iontll MEdi .......coucomereermeemeeene s sessseeessesssesssesssssssssssesaees 38
4.7.3 Kalibrace me&dNatyCh 10NTT ....oveceeeereereeeneesscerneeseessesesseessecssseeseeseesssssssesssessssssssesssssssessssssnees 39
4.7.4 Chelatace iontl médi hematoXyliNem ... 40
4.7.5 Chelatace MEANYCH 10NET cocuurvureeeeereeerecereeens et seesseeesseessese e sess s ss st ssssssesssesssssssesssnssasess 41
4.7.6 Chelatace MEANALTCH 10NTU c.uuuvvureeeneeseeerreesseseesssessssesssssessssessss s ssessssessssssssssessssesssssesssessasenes 42
4.7.7 Redukce MEANAtYCh 10N c..ceuieeeeeeeeeceseeeseesectsseseseessesesessseessseess st sssssse s st sesssssssees 43
WYSLIEDKY eeevreeeerseseessseseessssssesssssesssseessssesss s s s55s s s sssessseee 44
5.1  SESTROJENI KALIBRACNI KRIVKY ZELEZNATYCH IONTU ...ooooovooeeeeeeeeeeeeeeessessesessssssssssssssssseees 44
5.2  INTERAKCE TESTOVANYCH LATEK S IONTY ZELEZA ..ccocoumrrmmmmeenmmeessmssessssesssessssesessesens 45
5.2.1 Chelatacni G¢innost testovanych [AteK.....ceeessssssssssssssssssssssssees 45
5.2.2 Reduk¢ni Géinnost testovanych IAtEK ...ttt e sne s seees 46
5.3  SESTROJENI KALIBRACNI KRIVKY MEDNATYCH IONTU ....oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssseeees 48

54  INTERAKCE TESTOVANYCH LATEK S IONTY MEDI cooovooooeeeeeeesseseeesssssseesssssessssssssesssssessesseseees 49



5.4.1 Chelatac¢ni ucinnost testovanych latek - metoda s hematoxylinem .......ccoccoumeeeneenees 50

5.4.2 Chelatac¢ni Gc¢innost testovanych latek - metoda s bathocuproinem.......ccccouveeneennees 51
54.3 Redukeni GCinnost testovanych IAteK ... ssssssssssssssssssnees 52
6 DISKUZE A ZAVER .eoorsieeereeeeesseeeessseseessssssesssssesssssesssesssesssssseasssssessssesssssessesssssssssssssssssssssssssssssessssseess 54
7 LITERATURA ...tesetetseteueeesssesssse seessssessssessssssssssesssses s sss s s8££t 57
ABSTRAKT ..cvoeevreeessneessssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssesssssessssssssssassssesssssess sessssssssssessssssssssessssessssessssessssessssmsssssassssssssssesssnses 61

ABSTRAC T ..ottt reesrerser s esses s es e e es s s s R RSB RS ER R ReE R 62



SEZNAM ZKRATEK

A

AD
ATOX1
ATP
ATPasa
ATP7A
ATP7B
BCS
CCco
CCS

COX17

CP
CTR1
DMA
DMSO
DNA
HA
HEM
LDL
MT
NADH
SOD

Trientin

Absorbance

Alzheimerova choroba (z angl. Alzheimer's disease)

Antioxidac¢ni chaperon médi (z angl. Antioxidant 1 Copper Chaperone)
Adenosintrifosfat

Adenosintrifosfatasa

Méd’ transportujici ATPasa 1 (z angl. Copper Transporting ATPase 1)
Méd’ transportujici ATPasa 2 (z angl. Copper Transporting ATPase 2)
Disodna sil bathocuproindisulfonové kyseliny

Cytochrom c oxidasa

Chaperon médi pro superoxiddismutasu

(z angl. Copper Chaperone for Superoxid dismutase)

Chaperon médi pro cytochrom c oxidasu

(z angl. Cytochrome C Oxidase Copper Chaperone)

Ceruloplasmin

Selektivni transportér pro méd’ 1 (z angl. Copper Transporter 1)
0-desmethylangolensin

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina (z angl. Deoxyribonucleic Acid)
Hydroxylamin hydrochlorid

Hematoxylin

Lipoproteiny o nizké hustoté (z angl. Low Density Lipoprotein)
Metalothioneiny

Nikotinamidadenindinukleotid

Superoxiddismutasa

Triethylentetraamin



1 UVOD

Zelezo i méd’ patii mezi esencialni stopové prvky nezbytné pro vSechny Zivé organismy.
Jsou prijimany potravou, ale jejich denni pfijem je pomérné maly. Presto hraji dilezitou roli
pro fungovani celého organismu.

Zelezo je odpovédné za transport kysliku. Je sou¢asti mnoha enzymi a podili se napiiklad
na bunécéném dychani, tvorbé energie ¢i syntéze DNA.

Meéd je dulezitym kofaktorem pro radu enzymi, které zajiStuji antioxidacni aktivitu, tvorbu
energie, homeostazu Zeleza, vyvoj pigmentu atp.

Zasadni vlastnosti obou kovil je schopnost existovat v riznych redoxnich stavech a
mezi témito stavy pirechazet za soucasného prijeti nebo uvolnéni elektronu. Tento elektron miize
mit fatalni G¢inky na organismus, protoze diky nému se mohou uvoliiovat volné radikaly, které
poskozuji bilkoviny, lipidy i DNA. Pokud je vsak v téle udrzovana spravna hladina ionti obou
kov1, prevazuje jejich kladny vliv na organismus.

Isoflavonoidy jsou vyznamnou skupinou prirodnich latek, které se hojné vyuzivaji
pro své estrogenni, antianginézni, antiaterosklerotické, antiagregacni, protirakovinné,
antioxidaCni ucinky aj. AntioxidaCni aktivita je prirozené propojena se schopnosti latek
chelatovat volné ionty kovil, které by jinak mohly potencovat vznik volnych radikali.
Na druhou stranu tyto latky vykazuji i negativni prooxidac¢ni aktivitu, ktera je pripisovana jejich

schopnosti redukovat piitomné ionty kovti, ¢imz podporuji vznik volnych radikala.



2 CiL

Cilem této diplomové prace bylo zmérit a porovnat interakce dvou metabolitl
isoflavonoidl ekvolu a desmethylangolensinu se Zelezem a médi pri riznych (pato)fyziologicky
vyznamnych pH a odvodit vztah mezi strukturou testovanych latek a jejich schopnosti

chelatovat nebo redukovat ionty piislusnych kovi.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 ZELEZO

Zelezo (Fe) je jednim ze stopovych prvkil (dale se k nim Fadi napf.: zinek, méd, jod,
mangan, chrom, fluor atd.), které jsou nezbytné pro vSechny Zivé organismy. Jak jiZ nazev
napovida, stopové prvky se v organismu vyskytuji v mizivych mnoZstvich, nicméné jsou zivotné

dulezité pro spravnou ¢innost organismu jako celku.l

3.1.1 Zelezo mimo lidsky organismus

Zelezo bylo znamo uZz v dobé& 4000-3000 let pied n. l. naptiklad v Egypté. Do stiedni
Evropy se dostalo kolem osmého stoleti pred n. 1. Postupné zacalo nahrazovat doposud
pouzivany bronz a svého vrcholu dosahlo v dobé Zelezné.z Pouzivaly se nejriznéjsi slitiny Zeleza
predevSim na vyrobu nastroji a zbrani. Jednotlivé slitiny se od sebe l1isi fyzikalnimi,

mechanickymi a technologickymi vlastnostmi.3

3.1.2 Zelezo v lidském organismu

V lidském téle je pritomno 3-5 g Zeleza.# Toto mnozstvi se 1isi dle pohlavi. Vice Zeleza je
obsazeno v téle muzi, u Zen je ho prirozené o néco méne, coz je zapricinéno piredevsim ztratami
pfi menzes.5

Zelezo se déli na tfi zakladni formy a to na Zelezo funkéni, zasobni a transportni. Nejvice
je v organismu zastoupeno Zelezo funkéni. 60-70 % Zeleza je vazadno na hemoglobin
v erytrocytech, dale pak na myoglobin ve svalech (10 %).5 6 Zelezo je také spjato s funkci Fady
enzymd, v nichZ je vazano priblizné 0,1 % z celkového mnozstvi Zeleza.”

Zasobni Zelezo je v organismu zastoupeno z 20-30 %.5 Nejvétsi zasobarnou tohoto mikroprvku
jsou jatra, dale pak slezina, stfevni sliznice a kostni diei.8 Ve vSech téchto tkanich je Zelezo
vazdno predevSim na bilkovinu ferritin. V makrofazich jater a kostni dfené je Zelezo vazano

na hemosiderin. Toto Zelezo je ale hlife mobilizovatelné nez z ferritinu.5

A nakonec transportni Zelezo, to je vazano na bilkovinu krevni plasmy transferin a v organismu

zastupuje 0,1-0,2 % celkového Zeleza.”
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3.1.2.1 Fyziologické funkce Zeleza

Zelezo ma v organismu nenahraditelnou funkci. Predeviim zajistuje transport a
skladovani kysliku, je dilezité pro bunécné dychani, tvorbu energie, syntézu DNA,
neurotransmitert a kolagenu, hraje také roli v metabolismu mastnych kyselin, peroxidu vodiku
aj.o

Nejdilezitéjsi vlastnosti Zeleza je schopnost existovat ve dvou redoxnich stavech,
ve formé redukovanych Zeleznatych (Fe?*) iontli a oxidovanych Zelezitych (Fe3+) iontl. Dokaze
tedy darovat nebo prijimat elektrony. Tato vlastnost miiZze byt za urcitych podminek
nebezpecna, protoze kvili ni mohou vznikat volné radikaly.® Takovéto Zelezo lze souhrnné
pojmenovat jako Zelezo nehemové. V nehemovych slouceninach je Zelezo vazano pres vazbu
na siru. V organismu se vsak ve vétSim mnoZstvi nachazi Zelezo hemové, které slouzi jako ligand
ctyt pyrrolovych jader, a tvori zaklad pro strukturu hemu. Jak hemové, tak i nehemové zelezo, je

v organismu vazano na rtizné proteiny, které maji rozli¢nou funkci.6 8

3.1.2.2 Proteiny vazajici Zelezo

Na tomto misté uvadim nékteré enzymy, které vazou hemové a nehemové zelezo:
a) HEMOVE Zelezo:

1) Hemoglobin - vazba a transport kysliku
Sklada se ze Ctyt podjednotek. Kazda podjednotka obsahuje nebilkovinnou (hem) a bilkovinnou
(globin) ¢ast. Jedna molekula hemoglobinu dokaze navazat a prenaset ctyii molekuly kysliku.

2) Myoglobin - vazba kysliku ve svalech
Sklada se jen z jedné podjednotky, kterd obsahuje jeden hem, a proto vaze jen jednu molekulu
kysliku.

3) Cytochromy a, b, ¢ - transport elektront pti bunécném dychani

4) Cytochrom c oxidasa - energeticky metabolismus
5) Katalasa a peroxidasy - rozklad peroxidu vodiku (H202)

b) NEHEMOVE Zelezo:

1) NADH dehydrogenasa - oxidativni metabolismus
2) Ribonukleotid reduktasa - syntéza DNA

3) Aldehyd oxidasa - oxidace aldehydi na karboxylové kyseliny ¢ 8

12



3.1.3 Farmakokinetika Zeleza

3.1.3.1 Prijem

Denni prijem se opét lisi dle pohlavi. Vzhledem k tomu, Ze v Zenském téle je prirozené
méné Zeleza, je nutné ho prijimat ve vétSim mnozZstvi. Doporucena denni davka je tedy pro Zeny
10-20 mg a pro muZe 5-10 mg.> Pro téhotné tato davka €ini 27 mg.10

Zdroje Zeleza lze opét rozdélit podle toho, jestli nesou Zelezo hemové nebo nehemové.
Hemové Zelezo nalezneme v ZivociSnych zdrojich. Nejbohatsi na takové Zelezo jsou hovézi a
teleci jatra a dale pak Cervené maso vSeobecné. Zdroje rostlinného plivodu obsahuji pouze
nehemové Zelezo. Plati, Ze témér vSechny potraviny obsahuji urcité mnozstvi Zeleza.ll! Rzné
druhy ovoce (Cerstvé i susené), ofechy a semena, rozinky, zelenina (Spenat) ¢i pSeni¢né Klicky

obsahuji zna¢né mnozstvi tohoto kovu.4

3.1.3.2 Absorpce

V primérné denni stravé nalezneme 10-50 mg Zeleza, z tohoto mnozstvi se vstreba

jen 10-15 %, pti nedostatku Zeleza v organismu az 25 %.5.7

Biologicka dostupnost opét zavisi na tom, zdali se jednd o Zelezo hemové nebo nehemové.
Obecné plati, Ze hemové Zelezo se vstrebava lépe a vice (15-35 %) neZ Zelezo nehemové
(2-20 %).6 7 Samotny proces vstiebavani je lépe popsan u nehemového Zeleza.? Z tohoto divodu
je v textu niZe popsana jeho farmakokinetika.

Hlavnim mistem absorpce je duodenum a horni ¢ast jejuna.” V zaludku vlivem nizkého
pH a pritomnosti pepsinu dochazi k uvolnéni iontli Zeleza z komplexti. Vzhledem k tomu, Ze
v potravé je Zelezo pritomno nejcastéji ve formeé Zelezitych iontf, je nejprve nutno prevést tyto
ionty na ionty Zeleznaté. Tuto reduk¢ni schopnost ma napiiklad kyselina askorbova a nékteré
aminokyseliny (cystein, histidin). Nejdulezitéjsi je ale duodenalni cytochrom b reduktasa
(Dcytb). Jedna se o ferrireduktasu, ktera se nachazi na apikdlni membrané enterocytl a jejiz
funkce je zavisla na kyseliné askorbové.12

Redukované Zelezo pronikne do enterocytu pres speciidlni pienasSeC - transportér
dvojmocného Zeleza 1 (DMT-1).12 Funguje na principu Fe2+-H* symportu. Nizké pH zvySuje
protonovy gradient, ktery Zene Zeleznaté ionty do buiiky.> Tento transportér neptfenasi pouze
Zeleznaté ionty, ale i dalsi dvoumocné ionty jinych kovt jako je Zn2+, Mn2+, Cd2+, Co2+, Cu?+, Ni2* a
Pb2+.9 Mezi témito ionty dochazi navzajem ke kompetici.12
V enterocytech se nasledné cesta Zeleza rozdvojuje. Bud' je Zelezo zaclenéno do ferritinu, nebo

odchazi do cirkulace.6
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3.1.3.3 Faktory ovliviiujici absorpci

Rozlisujeme dva typy faktort:
a) podporujici absorpci, kam se da zahrnout Zaludecni acidita, kyselina askorbova, kyselina
citronova a kyselina mlé¢na;
b) zpomalujici absorpci. Rlizné latky mohou vytvaret se zelezem Spatné vstiebatelné komplexy.
Patii mezi né naptiklad kyselina fytova, kterou nalezneme v celozrnnych potravinach, otrubach
Ci sdje, dale kyselina Stavelova ze Spenatu, rebarbory, ¢okolady, a v neposledni radé také

polyfenoly v kaveé nebo ¢aji.8

3.1.3.4 Distribuce a metabolismus
Do systémového Felisté prechazi pres membranovy protein ferroportin. Zelezo je
oxidovano na Zelezité ionty ferroxidasou hefestinem, ktery se nejvice vyskytuje ve stirevé, jatrech

a makrofazich. V tenkém stfevé dale piisobi oxidasa ceruloplasmin. Zelezo v podobé Fe3+ iontii se

vvvvvv

transportovano jednak do bunék kostni diené, kde probihd syntéza c¢ervenych krvinek, jednak
do jater, kde je Zelezo skladovano ve vazbé na ferritin.6 10 Do bunék prechazi opét ve stavu

redukovaném (Fe2+).8

3.1.3.5 Exkrece

Zelezo opousti organismus riiznymi cestami. Nejvice ho odchazi krvi pfi menzes. Dale
pak olupovanim bunék traviciho traktu, zlu¢i, moc¢i ¢i kGzi. Neexistuje ale Zadny presny
mechanismus exkrece.8 9 Denné se z organismu vylou¢i 1-2 mg Zeleza.13

3.1.4 Homeostaza Zeleza

Doposud byl zminén piedevsim pozitivni vliv iont Zeleza na organismus. Vzhledem
k tomu, Ze Zelezo dokaze prechazet mezi jednotlivymi redoxnimi stavy, mize usnadnit tvorbu
nebezpecnych volnych radikalti, které pak mohou poskodit bilkoviny, DNA a lipidy.13 Nejcastéji
popisovanou reakci, pii které dochazi k produkci volného hydroxylového radikalu z peroxidu

vodiku, je Fentonova reakce (Obrazek ¢. 1), ktera plati i pro ionty médi.6

Hz02 + Fe2* - OH- + -OH + Fe3+

Obrdzek ¢. 1: Fentonova reakce

Je proto nesmirné dilezité, aby mnozstvi Zeleza v organismu bylo kontrolovano.
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Jak jiz bylo uvedeno drive, denni ubytek Zeleza ¢ini 1-2 mg. Toto mnozZstvi prijima télo
zpét do organismu z potravy. AvSak jen na syntézu hemoglobinu je denné potieba
okolo 20-25 mg Zeleza. Z toho vyplyv3, Ze Zelezo musi byt v organismu peclivé skladovano a
s rozvahou vyuzivano. Nejdulezitéjsi roli v tomto rizeni zastupuje hormon hepcidin, ktery je
produkovan predevSim jatry.!3 Hlavnimi oblastmi k rizeni homeostazy Fe v organismu jsou
absorpce Zeleza ve stieve, recyklace Zeleza a doplnovani Zeleza do zasobnich forem.5

Ani nadbytek, ani nedostatek Zeleza télu neprospiva.13

3.1.5 Nadbytek Zeleza v organismu

Pti nadmérném mnozstvi Zeleza v téle dochazi k jeho ukladani v jatrech, srdci, slinivce a
endokrinnich Zlazach. Ve zvySeném mnoZstvi se pak uvoliiuji volné radikaly. ZvySuje se riziko
vzniku jaterni cirhézy, rakoviny, artritidy, arytmie, srdecniho selhani, poSkozeni sitnice, diabetu
mellitu ¢i neurodegenerativnich onemocnéni. Ve findle dochazi k poruse funkce Zivotné
dilezitych organid a tento stav konc¢i smrti. Moznostmi 1écby je flebotomie nebo chelatacni

terapie.13

3.1.5.1 Hemochromatdzy

Toto onemocnéni souvisi s nahromadénim Zeleza v bunkach riiznych organi. Mnozstvi

Zeleza v téle se miize zvednout az na 50 g. RozliSuji se dva typy - primarni a sekundarni.5

Primarni hemochromatéza je autozomalné recesivni dédi¢na choroba. Ve vétSiné pripadi je
pricinou mutace genu, kterd brani prirozené syntéze hepcidinu. Nedostatek hepcidinu télo
vnima jako nedostatek Zeleza, proto dochazi ke zvySené absorpci Zeleza z potravy.5

Pri¢inou sekundarnich hemochromatéz je porucha metabolismu Zeleza pri rdznych jinych

onemocnénich, napriklad jater. Dochazi k nim také pti ¢astych krevnich transfazich.>

3.1.5.2 Aceruloplasminémie

Podkladem tohoto onemocnéni je mutace genu pro ceruloplasmin, ktery fyziologicky
plisobi jako ferroxidasa. Dochazi k nadmérnému nahromadéni Zeleza v mozku, jatrech a

pankreatu.!3

3.1.5.3 Hypotransferrinémie

Pii tomto onemocnéni dochazi k tomu, Ze se Zelezo v plasmé nemuze vazat na transferin,

protoZe ten je zde ve snizeném mnozstvi. Volné Zelezo se pak opét uklada predevsim do jater.13
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3.1.6 Nedostatek Zeleza v organismu

Zelezo je v organismu nejvice vyuZzivano k syntéze hemoglobinu. Jeho nedostatek tak

porusuje prirozenou syntézu Cervenych krvinek a v organismu pievladne anémie.!3

3.1.6.1 Anémie z nedostatku Zeleza

Toto onemocnéni patii mezi nejcastéjsi onemocnéni zplisobené nedostatkem stopového
prvku.l* Zakladem je sniZeny ptijem, Spatné vstiebavani ¢i zvySena potieba Zeleza.13 Mezi osoby
se zvySenou potrebou Zeleza patri predevsim déti, téhotné a kojici Zeny a lidé vyssiho véku.8

K nedostatku Zeleza mtze dojit ztratami krve prti gastrointestindlnim krvaceni, darovani
krve, rakoviné jicnu, Zaludku, tlustého stieva.13

Hlavnimi priznaky nedostatku Zeleza jsou bledda a nezdrava pokozka, rychla unava,

bolesti hlavy, stavy slabosti a mdlob, vypadavani vlasl, gastrointestinalni obtiZe (zacpa,

nadymani, meteorismus), bolavé koutky.*
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3.2 MED

Méd, stejné jako Zelezo, patii mezi esencidlni mikrobiogenni prvky, které jsou nezbytné

pro funkci vSech Zivych organismii.1

3.2.1 Méd mimo lidsky organismus

3.2.1.1 Vyznam médi pro lidstvo

Literatura uvadi, Ze méd’ byla objevena velmi brzy. Jiz v 6. tisicileti pred n. l. byla lidstvu
znama. Dobrymi predpoklady pro tak brzké objeveni byla jednak hojnost jejiho vyskytu, ale i jeji
charakteristicky vyrazna ¢ervena barva.1s
Jeji jméno cuprum (Cu) vzniklo od slova Cyprus (Kypr), kde se shodou okolnosti nachazelo také
jedno z jejich nejvyznamnéjsich nalezist.15
Je povaZovana za jeden z nejdulezitéjSich kovi v lidskych déjinach. Nejprve se vyuzivala
samotnd médéna ruda. Jeji zdsadni negativni vlastnost je mékkost, proto se k médi zacaly
primichavat rizné jiné kovy a vznikaly tak slitiny (s cinem vytvari bronz, se zinkem mosaz)

s mnohem lep$imi vlastnostmi.l5

3.2.1.2 Méd v primyslu

Méd’ je dobfe kujnd a taZna, dobie elektricky a tepelné vodiva.ls Jeji dobra tepelna
vodivost se vyuziva napriklad pro destilacni zarizeni, vyméniky tepla, odparky, kotliky
v potravinaiském primyslu atp. Pouziva se ale i pro zarizeni, kde teplota klesa k vysoce

zapornym hodnotam, protoZe si i zde zachovava svou houZevnatost.16

Nejvice médi se spotiebuje v elektrotechnickém primyslu, naptiklad k vyrobé dratd, lan,

ale zejména k vyrobé elektrickych vodict.16

3.2.2 Méd v lidském organismu

V lidském téle je pritomno mezi 80-100 mg médi.! Nachazi se v rliznych mnoZstvich
v riznych c¢astech lidského téla. Nejvice médi najdeme v jatrech.1? Dale pak ve vlasech, ledvinach,

svalech, srdci ¢i mozku.18

3.2.2.1 Kuproenzymy
Méd’ je nezbytnou slozkou rady enzymi, které v téle zajistuji rozmanité funkce.1®

Jeji vyznamnou vlastnosti je, Ze se vyskytuje ve dvou rozdilnych redoxnich stavech: ve stavu

oxidovaném (Cu?+) jako ionty méd'naté a ve stavu redukovaném (Cu*) jako ionty méd'né. Diky

17



vivs

tomu funguje v organismu jako katalyticky kofaktor enzymi. Mezi nejdilezitéjsi metaloenzymy,
pro které je méd nezbytna, patii napt-.:

1) Cu/Zn - superoxiddismutasa (SOD) - antioxida¢ni aktivita
Existuji tfi typy: intracelularni (SOD1), extracelularni (SOD3) a mitochondrialni (SOD2). Jak jiz

bylo zminéno, méd’ zde funguje jako katalyzator, zinek je strukturalni slozkou.

2) Cytochrom c oxidasa (CCO) - energeticky metabolismus

Nachazi se na vnitini membrané mitochondrii a sklada se ze trinacti bilkovinnych podjednotek.
Je poslednim ¢lankem dychaciho retézce (pienos elektronti), kdy dochazi k redukci kysliku (03)

na vodu (H20), a diky tomu je umoznéna produkce ATP.

3) Ceruloplasmin = ferroxidasa I (CP) - homeostaza Zeleza

Ceruloplasmin oxiduje Zeleznaté ionty (Fe2*) na Zzelezité (Fe3+), které se mohou po vazbé

na transferin pohybovat v organismu. CP tedy uvoliiuje Zelezo ze zasob v téle do krevni plasmy.
4) Lysyloxidasa (LOX) - vyvoj pojivové tkané
Je diilezita pro tvorbu, zesitovani a stabilizaci kolagenovych a elastinovych vlaken.

5) Dopamin-3-hydroxylasa (DBH) - metabolismus katecholaminii

Umoziiuje preménu dopaminu na noradrenalin.

6) Tyrosinasa (TYR) - syntéza melaninu - tvorba pigmentu.10. 20,21

3.2.2.2 Proteiny vazajici méd’

Méd' je v organismu témér vidy vazana na bilkovinny nosic¢.8 V krvi je nesena napt.:
albuminem nebo az-makroglobulinem. Dale mohou proteiny, na které je vazana, slouzit jako jeji
skladis$té. K tomu slouZi napt.: metalothioneiny (MT).10

Ceruloplasmin je nejen oxidasa, ktera preménuje Zeleznaté ionty na Zelezité, ¢cimz brani
vzniku nebezpecného hydroxylového (‘OH) radikalu tzv. Fentonovou reakci, ale zaroven slouZzi

ke transportu médi v plasmé.19

3.2.2.3 Fyziologické funkce médi

Kromé jiz vySe uvedenych enzymd, pro jejichZ fungovani je méd naprosto nezbytng,
zajiStuje v organismu i dalsi funkce. Hraje klicovou roli pro vyvoj mozku. Dile ma vyznam
pro imunitni systém, protoZe je obsaZena v mnoha protilatkach. U¢astni se metabolismu glukézy

a ovlivnuje i sraZeni krve pres faktor V a VIIL.10
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3.2.3 Farmakokinetika médi

3.2.3.1 Prijem

Mezi nejvyznamnéjs$i zdroje médi patii ZivoCisSné organy (predevSim jatra), nékteré
moiské plody (ustrice), kakaové boby, ofechy (predevsim keSu) a rlizna semena.22

Denni potreba u déti je 0,3-0,8 mg, u Zen cca 1,5 mg a u muzi a téhotnych ¢i kojicich zen
az 2 mg za den.23

2-3 mg/den jsou stile povazovany za bezpec¢né, mnozstvi nad 5 mg/den uz za toxické.

Nicméné zdravy organismus vzdy prijme jen aktudlné potfebné mnoZzstvi, zbytek vylouci.z+

3.2.3.2 Absorpce

Mira absorpce zavisi na mnozstvi médi v potravé. Pokud je strava vysoce bohata na méd,
organismus absorbuje jen malé mnoZstvi médi, a naopak. Mira absorpce pak tedy miize kolisat
od 12 do 56 %.2¢ Mistem absorpce je tenké strevo a Zaludek.2!

Méd je prijimana z potravy prevazné ve formé meédnatych kationtl. Pro vstrebani
do krevniho recisté a naslednou distribuci v organismu je nejprve nutna jeji preména na ionty
médné skrze redukci reduktasami ve strevé.2s Literatura uvadi tyto tfi: cytochrom b

Zeleznato/médnata reduktasa, STEAP2 metalloreduktasa a cytochrom b reduktasa 1.10

Do cytosolu enterocytl je méd’ pienesena pies specialni membranovy transportér CTR1
(Copper transporter-1).1°9 V enterocytech je méd’ vazana mj. na metalothioneiny (MT), proteiny,
které brani jeji absorpci a tim chrani organismus pfred pripadnym poskozenim nejen médj, ale i
dalsimi toxickymi kovy.2+ Méd’ je v enterocytech prenasena chaperony, specifickymi proteiny,
k dal$im organeldm a bazolaterdlni membrané. Odtud je pomoci specidlni ATPasy (ATP7A)

dopravena do krve.10

3.2.3.3 Distribuce a metabolismus

V krvi se méd po reakci s O; nachazi opét ve stavu oxidovaném (Cu?*), je vazana
na aminokyseliny (histidin), albumin, transkuprein nebo oz-makroglobulin, a v této podobé
putuje do jater. Jakmile dorazi k hepatocytu, je nutna jeji pfeména zpét na médné ionty a
uvolnéni z vazby na proteiny krevni plasmy.10.7

Dovnitt buriky se dostane opét prostirednictvim CTR1. Poté se znovu vaze na chaperony,
které méd prenesou k dalSim organelam. Je popsano nékolik typli chaperonti, napt.: CCS, COX17,
ATOX1. CCS dodava méd SOD1. COX17 dodava méd mitochondriim a zajistuje zaclenéni do CCO.
ATOX1 dopravuje méd do Golgiho aparatu, kde je zabudovana do CP. Takto vdzana méd’
ve formé Cu?* iontl putuje do systémového recisté a dostava se k jednotlivym tkanim a

organtim. I v hepatocytech mtize byt méd’ vazana na MT, které pak slouzi jako jeji skladisté.10

19



3.2.3.4 ExKkrece

Z 98 % je méd z organismu vylucovana Zluci, zbyla dvé procenta moci.26 Denné je
do Zluci uvolnéno 0,2 az 0,5 mg.24

Méd' je z hepatocytu vyloucCena prostrednictvim specialni membranové ATPasy (ATP7B).

Dojde k navazani na Zlucové kyseliny. Tento komplex jiZ neni vstifebatelny, je transportovan

do stieva a méd’ je vyloucena stolici z organismu ven. 7. 10

Vzhledem k tomu, Ze je méd’ vylucovana zludi, je jeji nadmérna akumulace v téle patrna

u cholestazy.”

3.2.4 Homeostaza médi

Existuji dva hlavni regula¢ni mechanismy, které zajistuji spravné mnoZzstvi médi
v organismu. Je to regulace absorpce ze stfeva a exkrece Zlu¢{.10
Pokud je hladina médi v organismu nizk3, vzrista absorpce diky zvysSeni po¢tu CTR1 na apikalni
a ATP7A na bazolaterdlni membrané enterocytu. Pokud je piijem médi vysoky a organismus ji
ma dostatek, je navazana bud’ na MT ve strevé a tim se zabrani absorpci, nebo dochazi k jejimu
zvySenému vyluc¢ovani Zluci.10
skladuji (vazanou na MT), ptipravuji ji k exkreci a zaroven zajistuji i jeji vazbu na CP.18

Kriticky okamzZik nastava, pokud méd neni zabudovand do Zadného enzymu nebo
zasobniho proteinu, zistava tedy volné v organismu. V tento moment miZe uvoliovat
nebezpecné volné radikaly, které dokazou poskodit fadu proteinti, nukleovych kyselin a lipidi.2o.
25 Méd'né i méd’naté ionty se mohou podilet na vzniku téchto radikali. V pritomnosti superoxidu
(:02-) mohou byt Cu2+ ionty redukovany na Cu*, které katalyzuji vznik hydroxylového radikalu
(‘OH). Tento proces shrnuje dvoustupiiovd Haber-Weissova reakce, ktera plati i pro ionty Zeleza.

(Obrazek ¢. 2):17

‘02. + Cu?* - 0, + Cu+

Cu* + H,0, —» Cu?+* + OH-+ -OH

Obrdzek ¢ 2: Haber-Weissova reakce
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3.2.5 Nadbytek médi v organismu

Nejcastéji je nadmérné mnozstvi médi v potravé nebo vodé zptisobeno jejim uvolnénim
z médéného nadobi nebo potrubi.l
Akutni intoxikace se projevuje typickymi priznaky otravy jako je nevolnost, zvraceni, poceni,
ttes a silné pocity uzkosti.23
Chronicky zvySend méd v organismu se uklada do tkani, pfedev$im do jater a narusuje jejich

funkci.23

3.2.5.1 Wilsonova nemoc

Jedna se o specifické dédi¢né onemocnéni s autozomdalné recesivnim pienosem, coZ

znamena, Ze se projevi pouze u homozygotnich jedinct.”

Podstatou onemocnéni je mutace genu ATP7B, ktery kdduje membranové ATP7B
proteiny transportujici méd. Tento gen se nachazi na tfindctém chromozomu.1% 27 Pfi tomto
onemocnéni dochazi k nadmérné akumulaci médi v organismu, predevsim v jatrech, mozkovych
burikach ¢i ledvinach. Pric¢inou je snizena exkrece médi do zluci.18

Problém nastava, pokud méd neni vazana na zadny enzym. Uvoliiuji se pak nebezpecné
volné radikaly. Dochazi také k poklesu redukovaného glutationu, coZ je hlavni ochrance bunék
proti oxidativnimu poskozeni. Toxicky vliv se projevuje predevSim na mitochondriich,
peroxizomech, mikrotubulech, pricnych vazbach v DNA a na plazmatické membrané. Pro preziti
buriky je urcujici ptitomnost MT, které mohou méd na sebe navazat a zabranit tak jejimu

toxickému plisobeni.”. 18

Celosvétova prevalence se pohybuje od 1:30 000 do 1:100 000. V Ceské republice je to
pak ptiblizné 1:71 000.18 27 Objevuje se nejcastéji v mlad$Sim véku, kolem druhého desetileti
Zivota, a je o néco castéjsi u muzi.18

Onemocnéni lze rozdeélit na asymptomatickou a symptomatickou fazi. Dle symptomd se
rozlisuji tri zakladni formy: jaterni, neurologicka a psychiatricka.18
Jaterni forma vede od primarni bolestivosti pires akutni hepatitidu, cirhézu az k aplnému selhani
jater. Neurologicka forma je zpocatku Spatné odhalitelna. Projevuje se bolesti hlavy, poruchami

soustiedéni a spanku. Pro psychiatrickou formu jsou typické deprese, psychdzy a zmény nalad.

Meéd’ se uklada napriklad i v rohovce, kde pak vytvari typicky Kayser-Fleischeriv modrozeleny
prstenec.28

Co se tyce 1éCby, je dilezité vCas rozpoznat samotné onemocnéni. Lécba je pak ucinnéjsi.
Mezi zakladni 1é¢iva patii rtizné chelatory médi, tedy latky které ji na sebe navazou a zvysi jeji
vylu¢ovani. Mezi nejCastéji pouZivané patii D-penicilamin, trientin, tetrathiomolybdenan

amonny a soli zinku. S vyhodou se vyuziva kombinacni terapie.27.28
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3.2.5.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova nemoc (AD) je chronické progresivni onemocnéni zplsobené
degenerativnim zanikem neuront.?® Je to nejcastéj$i forma demence.?s Neni znama prima

v,

vyvolavajici pri¢ina tohoto onemocnéni. Nejcastéji se hovofi o tzv. amyloidni teorii.24
V radé studif bylo pozorovano, Ze lidé s AD trpéli zaroven poruchou metabolismu médi.z4+ Uvadi
se, ze pri AD dochazi k tomu, Ze specificky amyloidni protein vaze a redukuje Cu?* na Cu+, a ta

pak zpisobuje uvolnéni nebezpectnych radikall, které ni¢i mozkové buriky.30

3.2.6 Nedostatek médi v organismu

Nedostatek médi se vyskytuje jen vyjimecné, napr. pii extrémni dieté ¢i bulimii, a
ptirozené pii nadmérném krvaceni. Typickymi pitiznaky nedostatku jsou poruchy nervové
soustavy, anémie, slabost, zhorSeni odolnosti vii¢ci nemocem, kornaténi cév. Neni potvrzeno,

zdali nedostatek médi prispiva ke vzniku aterosklerézy.!

3.2.6.1 Menkesova choroba

Jedna se o déditné onemocnéni vazané na chromozom X. VétSina nemocnych jsou tedy
chlapci.? 10
Vyvolavajici pri¢inou je mutace genu ATP7A koédujictho membranové transportni ATP7A
proteiny.10 Podstatou je, Ze organismus nedokaze pirenaset méd’ ze stievni sliznice do krve. Tim
dochazi ke sniZeni aktivity metaloenzymt, které pro svoji funkci potrebuji meéd’.18
Typickymi projevy jsou slaby svalovy tonus, zachvaty kireci, poruchy pojivové tkané, mentalni
retardace a charakteristické vlnité vlasy.24
Prevalence v evropskych zemich se pohybuje od 1:300 000 do 1:360 000. Onemocnéni se zacina
vyvijet uz v kojeneckém véku a ma velmi nepriznivou prognézu.10.24

Nemocnym se podavd méd v komplexu s histidinem subkutdnné. ZlepSuje to symptomy

nemocnych, nicméné pacienti obvykle do tii let zemiou.10
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3.3 ISOFLAVONOIDY

Jedna se o prirodni polyfenolické latky patiici mezi sekundarni metabolity rostlin.31

3.3.1 Chemicka struktura

Jejich zakladni struktura je odvozena od 3-fenylchromanu (Obrazek ¢. 3). Od flavonoidi
se odliSuji tim, Ze benzenovy kruh je pripojen na chromanovy kruh v poloze 3, nikoli

v poloze 2.31

;

Obrdzek ¢ 3: Zdkladni struktura isoflavonoidil

Isoflavonoidy se dle stupné oxidace pyranového kruhu déli na isoflavony (Obrazek ¢. 4),
isoflavany (Obrazek ¢. 5) a isoflavanony (Obrazek ¢. 6). V piirodé jsou nejvice zastoupené

isoflavony.3!

i}

Obrdzek ¢. 4: Isoflavony

5

Obrdzek ¢. 5: Isoflavany

;@o

Obrdzek ¢. 6: Isoflavanony
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3.3.2 Zastupci a vyskyt

Mezi dilezité zastupce latek patfi genistein, daidzein, formononetin, glycitein a

biochanin A.31

Isoflavonoidy jsou typické pro cCeled bobovité (Fabaceae). NejbohatSimi zdroji je séja
lustinata (Glycine max (L.) Merrill) a jetel luéni (Trifolium pratense L.). S6jové boby (semena)
obsahuji isoflavony genistein, daidzein a glycitein. V jeteli se nachazi isoflavon formononetin,

biochanin A, daidzein a genistein.3!

Dal$imi zdroji isoflavonti jsou napiiklad mungo fazole z vigny zlaté (Vigna radiata (L.) R.
Wilczek), které obsahuji 4',6,7 - trimethoxyisoflavon, daidzein, formononetin a genistein; jehlice
trnitd (Ononis spinosa L.) ononin, formononetin, genistein a biochanin A.32

Mtzeme je najit i v jinych celedich jako napft. kosatcovitych (Iridaceae) u anginovniku
¢inského (Belamcanda chinensis (L.) DC.), ktery obsahuje isoflavon tectorigenin.32 Vyskytuji se
také v raznych zemédélsky vyuzivanych rostlinach napt. v tolici seté (Medicago sativa L.),
podzemnici olejné (Arachis hypogaea L.), hrachu setém (Pisum sativum L.) nebo kukufici seté

(Zea mays L.), ktera je z Celedi lipnicovitych (Poaceae).33

3.3.3 Vlastnosti a vyuziti

Isoflavonoidy maji estrogenni i antiestrogenni G¢inky.34 Jsou schopny vazat se predevsim
na estrogenni receptory 3 a vyvolavat ucinky, které prirozené vykazuji endogenni estrogeny.
Tato vlastnost je podminéna podobnou strukturou nesteroidnich isoflavonoidii a steroidnich
estrogentl. Pouzivaji se k mirnéni symptoma vzniklych z nedostatku estrogent pii menopauze.
Prispivaji ke spravnému metabolismu kosti.3!

Zabranuji koronarnim nemocem srdce, aterosklerdze ¢i diabetu druhého typu. Snizuji
rizika vzniku urcitych typt rakovin, predevsim prsu a prostaty.35

Jelikoz se jedna také o polyfenolické slouceniny, sdili spolu s flavonoidy schopnost
darovat vodik nebo elektron a plisobi tak jako antioxidanty, které neutralizuji volné radikaly.
Dalsi moznosti antioxidacniho plisobenti je chelatace iontd kovii.36 37 Za urcitych podminek maiji
ale i negativni prooxidacni tcinky.38

Podporuji také sniZovani krevniho tlaku a LDL-cholesterolu. Vyznamna je jejich

antiagregacni aktivita.32
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3.3.4 Metabolismus

V prirodnich zdrojich mohou byt isoflavonoidy volné nebo glykosidicky vazané
ptes kyslik v poloze 7 chromanového kruhu. Nejcastéji jsou navazany na glukézu. Jsou zde tedy

v podobé genistinu, daidzinu a glycetinu.33.34

Pfed vstfebanim do systémové cirkulace prochazi isoflavonoidy rozsahlym
metabolismem a praveé tyto metabolity nesou ptislusné biologické icinky.39

Nejprve je nutno rozstépit glykosidickou vazbu a uvolnit tak aktivni aglykony - genistein,
daidzein a glycitein. K tomu dochdzi uz v dutiné dstni a pokracuje v tenkém stievé
glukosidasami. Bakterie tlustého streva metabolizuji daidzein na dihydrodaidzein, ktery se pak
dale preménuje na ekvol nebo o-desmethylangolensin. V jatrech dochazi k hydroxylaci a reakci
s kyselinou glukuronovou nebo sulfonovou. Vznikaji tak hydrofilnéjsi derivaty, které jsou
z organismu vylouCeny moc¢i. Jen malé mnoZstvi absorbovanych aglykoni putuje

do enterohepatalni cirkulace.33.34.35

V této praci se vénuji ekvolu a desmethylangolensinu, proto na tomto misté uvadim

preménu jejich vychozi 1atky daidzinu (Obrazek €. 7).35
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Obrdzek ¢. 7: Schéma premeny glykosidu daidzinu na jednotlivé metabolity
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3.3.5 Testované latky

3.3.5.1 Ekvol

Ekvol (4',7-dihydrodxyisoflavan) je polyfenolickd sloucenina. Jedna se o metabolit
ptirodniho daidzeinu. Ve své molekule obsahuje jedno centrum chirality na Cs. Existuje ve dvou
enantiomernich formach R a S. Vyhradné S-ekvol je produkovan stirevni mikrofldrou. Zajimavosti
je, Ze pouze jedna tietina populace ho dokaze produkovat ve vétSim mnozstvi. Tato schopnost je
zavisld na sloZeni stfevni mikrofléry. Ekvol ma vysS$i estrogenni potencial
nez desmethylangolensin, protoze vykazuje vysokou podobnost s télu pfirozenym hormonem
estradiolem (Obrazek ¢. 8).3% 40 Je zaroven nejsilngjSim antioxidantem ve skupiné

isoflavonoidu.3é

OH
Ekvol

\}
w OH

W

HO (6)

Estradiol
HO

Obrdzek ¢. 8: Porovndni struktury ekvolu a estradiolu

3.3.5.2 Desmethylangolensin

O-desmethylangolensin (DMA) je druhy metabolit daidzeinu. Na rozdil od ekvolu
¢i daidzeinu ma ale jeden Kkruh rozstépen. Tim padem se snizuje strukturdlni podobnost
s estradiolem a uvadi se, Ze ma i mensi estrogenni ucinky.4!

Stejné jako ekvol, i DMA dokazi produkovat jen nékteri jedinci. Studie uvadi, ze DMA

produkuje vice nez 80 % populace, zatimco ekvol jen 25-60 %.41.42

V organismu se vyskytuje jako volny aglykon nebo ve formé mono-, diglukuronidu

Ci sulfatu. Studie potvrzuji, Ze glukuronidy maji mensi aktivitu nez aglykony.4!
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3.4 CHELATACE

Chelata¢ni schopnosti latek se vyuZziva pri intoxikaci a pretiZeni organismu toxickymi
kovy. Cilem chelatace je odstranit toxické ionty kovili z postiZzenych organi. Je zapotriebi, aby
afinita chelatacniho Cinidla pro kovové ionty byla vyssi nez afinita kovovych iontli k bunécnym

strukturam.43

3.5 REDUKCE

Schopnost latek redukovat ionty rdznych kovii mulze byt za urcitych podminek
pro organismus nebezpecnd, protoZe pravé redukované ionty podporuji vznik volnych radikalt
Fentonovou reakci. ZvySené uvolnovani téchto nebezpecnych volnych radikald vede

k poskozovani bunécnych struktur.44
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4 EXPERIMENTALNi CAST

4.1 MATERIAL

Automatické pipety o rizném objemu (Brand)
Vicekanalové pipety o rizném objemu (Biohit)

Mikrotitra¢ni desticky (Brand)

4.2 VYUZIVANE PRISTROJE

Analytické vahy KERN ABT 120-5DM (KERN & Sohn GmbH, Balingen, Germany)

Trepacka pro mikrotitra¢ni desticky IKA MS 3 digital (IKA®-Werke GmbH & Co.KG, Staufen,

Germany)

Trepacka pro zkumavky IKA VORTEX GENIUS 3 (IKA®-Werke GmbH & Co.KG, Staufen,

Germany)
Laboratorni ultrazvukova vana K-2L (Kraintek, s. r. 0., Podhajska, Slovensko)

Spektrofotometr pro mikrotitracni desticky SYNERGY HT Multi-Detection Microplate Reader

(BioTec Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

4.3 POUZIVANE CHEMIKALIE

4.3.1 Chemikalie pro méreni s ionty Zeleza

Heptahydrat siranu Zeleznatého (FeS0..7H,0) (Penta)
Hexahydrat chloridu Zelezitého (FeCls.6H;0) (Penta)
Hydroxylamin hydrochlorid (HA) (Sigma-Aldrich)

Ferrozin (disodna stl 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)bisbenzensulfonové kyseliny)
(Fluka)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner)
Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)
15 mM acetatové pufry o pH 4,5 a 5,5:

Kyselina octova (CH3COOH) (Penta)

Octan sodny bezvody (CH3COONa) (Penta)

Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)
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15 mM HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5:
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina) (Sigma-Aldrich)
HEPES stl (sodna sil Kkyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonové)
(Sigma-Aldrich)

Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)

4.3.2 Chemikalie pro méreni s ionty médi

Chlorid méd'ny (CuCl) (Sigma-Aldrich)

Pentahydrat siranu médnatého (CuS04.5H,0) (Sigma-Aldrich)

Hydroxylamin hydrochlorid (HA) (Sigma-Aldrich)

Disodna sil kyseliny bathocuproindisulfonové (BCS) (Sigma-Aldrich)

Hematoxylin (HEM) (Sigma-Aldrich)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner)

Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)

15 mM acetatové pufry o pH 4,5 a 5,5:
Kyselina octova (CH3COOH) (Penta)
Octan sodny bezvody (CH;COONa) (Penta)
Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)

15 mM HEPES pufry o pH 6,8 a 7,5:
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina) (Sigma-Aldrich)
HEPES stl (sodna sil Kkyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonové)
(Sigma-Aldrich)

Ultracista voda (Milli-Q RG, Merck Millipore, Massachusetts, USA)

Vsechny pouZivané latky byly v Cistoté p.a.

4.4 TESTOVANE LATKY

R S-equol (98%) (Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada)

0-desmethylangolensin (DMA) (Katedra organické a bioorganické chemie, FaF UK)
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4.5 VYUZIVANE PROGRAMY

Veskeré vyobrazené molekuly byly vytvoreny v programu ChemDraw Professional 17.1.

Pro zpracovani namétenych vysledki do grafii byl vyuZzit program GraphPad verze 7.

4.6 METODIKA PRO MERENI S IONTY ZELEZA

4.6.1 Priprava zakladnich a pracovnich roztoki a vzorki testovanych latek

4.6.1.1 Priprava zakladniho a pracovniho roztoku Zeleznatych iontt

Nejprve byl pripraven zakladni roztok zeleznatych iontli o koncentraci 5 mM rozpusténim

heptahydratu siranu Zeleznatého (FeS04.7H20, My, = 278,02 g/mol) v ultracisté vodé.

Pro dalS$i méfeni byl tento zdkladni roztok zifedén ultradistou vodou na roztok pracovni

o koncentraci 250 pM.

4.6.1.2 Priprava zakladniho a pracovniho roztoku Zelezitych ionti
Nejprve byl pripraven zakladni roztok zelezitych iontl o koncentraci 5 mM rozpusténim
hexahydratu chloridu Zelezitého (FeCls.6H,0, My = 270,3 g/mol) v ultracisté vodé.

Pro dals$i méreni byl tento zakladni roztok zfedén ultracistou vodou v ¢as potieby na roztok

pracovni o koncentraci 250 uM.

4.6.1.3 Priprava zdkladniho indika¢niho roztoku ferrozinu

Byl pripraven zdkladni roztok ferrozinu o koncentraci 5 mM rozpus$ténim disodné soli 4,4'-(3-(2-
pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-diyl)bisbenzensulfonové kyseliny (Mw = 492,5 g/mol) v ultracisté
vodé.

Pii méreni byl roztok ferrozinu vyuzit jako barevny indikator.

4.6.1.4 Priprava zakladniho a pracovniho roztoku hydroxylamin hydrochloridu

Nejprve byl pripraven zakladni roztok hydroxylamin hydrochloridu o koncentraci 100 mM
rozpusténim hydroxylamin hydrochloridu (HONH,.HCl, My, = 69,49 g/mol) v ultracisté vodé.

Pro dalS$i méfeni byl tento zdkladni roztok zifedén ultradistou vodou na roztok pracovni
o koncentraci 10 mM.

Pii méreni byl roztok hydroxylamin hydrochloridu vyuzit jako redukéni Cinidlo.

4.6.1.5 Priprava vzorku testovanych latek

Vzorky testovanych latek o pozadovanych koncentracich byly pfipraveny rozpusténim danych

latek v DMSO.
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4.6.2 Kontrolni zkouska roztoki iontu Zzeleza

4.6.2.1 Kontrolni zkouska roztoku Zeleznatych ionti

Po pripraveni pracovniho roztoku Zeleznatych ionti o koncentraci 250 uM byla provedena

kontrola spravného redéni.

¢ Do jamky na mikrotitracni desti¢ce bylo pipetovano:
o 100 ul DMSO
o 50 pl roztoku Fe2* iontl o koncentraci 250 pM
o 50 pl roztoku ferrozinu o koncentraci 5 mM.
e Mikrotitracni desticka byla ihned vloZena do spektrofotometru a byla mérena
absorbance pti vinové délce 562 nm.
e Pokud se hodnota namérené absorbance bliZila jedné, kontrolni zkouska byla

povaZovana za pozitivni a roztok mohl byt pouzit k dal§Simu méteni.

4.6.2.2 Kontrolni zkouska roztoku zelezitych ionti

Po pripraveni cerstvého pracovniho roztoku Fe3+ iontli o koncentraci 250 pM byla provedena
kontrola spravného redéni.
e Do jamKky na mikrotitracni desticce bylo pipetovano:
o 100 ul DMSO
o 50 pl roztoku Fe3+ iontl o koncentraci 250 pM
o 50 pl roztoku HA o koncentraci 10 mM
o 50 pl roztoku ferrozinu o koncentraci 5 mM.
e Mikrotitra¢ni desticka byla ihned vloZena do spektrofotometru a byla zméfena
absorbance pii vinové délce 562 nm.
e Pokud se hodnota namérené absorbance blizila jedné, kontrolni zkouska byla

povazovana za pozitivni a roztok mohl byt pouZit k dal§Simu méteni.
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4.6.3 Kalibrace zeleznatych ionti

Pro interpretaci vysledkli bylo nutné sestrojit kalibra¢ni krivku zavislosti absorbance

na koncentraci Zeleznatych iontt.

e Ze zadkladniho roztoku Zeleznatych iontli byly nafedény ultracistou vodou pracovni
roztoky o koncentracich 75, 150, 250, 500 a 750 uM.

e Do vSech urcenych jamek na mikrotitracni desticce bylo pipetovano 150 pl ultracisté
vody.

e Do testovacich jamek bylo nasledné pipetovano 50 ul roztoku Fe2?+ iontd prislusné
koncentrace.
Do jamek kontrolnich bylo pipetovano 50 ul rozpoustédla - ultracisté vody.

e Na zaveér bylo pridano do horni poloviny jamek 50 ul indika¢niho roztoku ferrozinu a
do dolni poloviny jamek 50 pl rozpoustédla - ultracisté vody.

e Thned byla méfena absorbance pti vinové délce 562 nm.

e Zvysledki byla sestrojena kalibrac¢ni krivka.

e Obrazek ¢. 9 ukazuje schematické zobrazeni jamek desticky pri tomto stanoveni.

c(Fe*") | c(Fe**) | c(Fe*) | c(Fe**) | c(Fe*") | c(Fe*")
-~0pM |=75uM |=150 uM|=250 uM|= 500 pM|= 750 uM

Jamky
s indikatorem

Slepé vzorky
Kontrolni jamky (ultracista voda bez Fe?* ionti) Kone¢ny obsah jamek:
Testovaci jamky (roztoky Fe?* ionti) 150 pl ultradisté vody
>< JamKy s indikatorem (roztok ferrozinu) 50 pl roztoku Fe?* ionti nebo ultratisté vody
>< Slepé vzorky (ultracista voda) 50 pl roztoku ferrozinu nebo ultracisté vody

Obrazek ¢ 9: Schematické zobrazeni jamek mikrotitracni desticky pro sestrojeni kalibracni krivky

Zeleznatych iontii
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4.6.4 Chelatace Zeleznatych iontt

e Do vSech uréenych jamek na mikrotitra¢ni desticce bylo pipetovano 150 pl ptislusného
pufru.

e Do testovacich jamek bylo nasledné pipetovano 50 pl roztoku testované latky prislusné
koncentrace.
Do jamek kontrolnich bylo pipetovano 50 pl rozpoustédla - DMSO.

e Pouze pti méfeni v prosttedi o pH 7,5 bylo navic do vSech jamek ptidano 50 pl roztoku
HA o koncentraci 10 mM.

e Dale bylo do vSech jamek pipetovano 50 pl roztoku Fe2+ iontii o koncentraci 250 uM.

e Mikrotitra¢ni desticka byla tfepana po dobu dvou minut na tiepacce.

e Na zavér bylo pridano do horni poloviny jamek 50 pl indika¢niho roztoku ferrozinu a
do dolni poloviny jamek 50 pl ultracisté vody (slepé vzorky).

e Jhned byla mérena absorbance pii vinové délce 562 nm. Nasledné byla absorbance
proméiena znovu v ¢ase 5 min pri stejné vinové délce.

e Obrazek ¢. 10 ukazuje schematické zobrazeni jamek desticky pri tomto stanoveni.

Roztok Roztok Roztok ,
. . . Kontrolni
testované testované testované - mk
latky latky latky ;)M 5(3;
c;=10mM | c;=1mM |c3=0,1mM
Jamky
s indikatorem
Slepé vzorky
Testovaci jamky (roztoky testované latky) Koneény obsah jamek:

150 pl pufru

Kontroln{ jamky (DMSO
) y( ) 50 pl roztoku testované latky nebo DMSO

JamKy s indikatorem (roztok ferrozinu) 50 pl roztoku Fe?* ionti

50 ul roztoku ferrozinu nebo ultracisté vody

+50 pl roztoku HA pro pH 7,5

XX

Slepé vzorky (ultracista voda)

Obrdzek ¢. 10: Schematické zobrazeni jamek mikrotitracni desticky pri méreni chelatace

Zeleznatych iontii
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4.6.5 Chelatace Zelezitych iontt

e Do vSech urcenych jamek na mikrotitra¢ni desticce bylo pipetovano 150 pl pufru
o pH 4,5.

e Do testovacich jamek bylo nasledné pipetovano 50 pl roztoku testované latky prislusné
koncentrace.
Do jamek kontrolnich bylo pipetovano 50 pl rozpoustédla - DMSO.

e V Cas potieby byl ze zakladniho roztoku Fe3+ iontd pripraven pracovni roztok Fe3+ iontl
o koncentraci 250 puM.
50 pl tohoto Cerstvého roztoku Fe3+ ionttl bylo po kontrole pridano do vSech jamek.

e Mikrotitracni desticka byla tiepana po dobu dvou minut na tirepacce.

e Dale bylo do vSech jamek pipetovano 50 pl HA o koncentraci 10 mM.

e Mikrotitra¢ni desticka byla tfepana po dobu jedné minuty na tfepacce.

e Na zavér bylo pridano do horni poloviny jamek 50 pl indika¢niho roztoku ferrozinu a
do dolni poloviny jamek 50 ul ultracisté vody (slepé vzorky).

e Thned byla mérena absorbance pti vinové délce 562 nm. Nasledné byla absorbance
proméiena znovu v ¢ase 5 min pri stejné vinové délce.

e Obrazek ¢. 11 ukazuje schematické zobrazeni jamek desticky pfi tomto stanoveni.

Roztok Roztok Roztok i
. . , Kontrolni
testované testované testované o mk
latky latky latky ]’)M sz,)
c;=10mM | c;=1mM |c3=0,1mM
Jamky
s indikatorem
Slepé vzorky
Testovaci jamky (roztoky testované latky) Koneény obsah jamek:

150 ul pufru pH 4,5
Kontrolni jamky (DMSO)
50 pl roztoku testované latky nebo DMSO

JamKy s indikatorem (roztok ferrozinu) 50 pl roztoku Fe** iontl
50 pl roztoku HA

XX

Slepé vzorky (ultracista voda) 50 pl roztoku ferrozinu nebo ultracisté vody

Obrdzek ¢. 11: Schematické zobrazeni jamek mikrotitracni desticky pii méreni chelatace

Zelezitych iontii

35



4.6.6 Redukce Zelezitych iontia

e Do vSech testovacich jamek bylo pipetovano 150 pl ptislusného pufru.
Do jamek kontrolnich bylo pipetovano 150 pl pufru vzdy o pH 4,5.

e Do testovacich jamek bylo nasledné pipetovano 50 pl roztoku testované latky prislusné
koncentrace nebo 50 ul rozpoustédla - DMSO.
Do jamek kontrolnich bylo pipetovano 50 pl roztoku HA o koncentraci 10 mM.

e V Cas potieby byl ze zakladniho roztoku Fe3+ iont{ pripraven pracovni roztok Fe3+ iontl
o koncentraci 250 puM.
50 pl tohoto Cerstvého roztoku Fe3+ ionttl bylo po kontrole pridano do vSech jamek.

e Mikrotitracni desticka byla tirepana po dobu dvou minut na trepacce.

e Na zaveér bylo pridano do horni poloviny jamek 50 pl indika¢niho roztoku ferrozinu a
do dolni poloviny jamek 50 pl ultracisté vody (slepé vzorky).

e Jhned byla mérena absorbance pii vinové délce 562 nm. Nasledné byla absorbance
proméfena znovu v ¢ase 5 min pri stejné vinové délce.

e Obrazek ¢. 12 ukazuje schematické zobrazeni jamek desticky pfi tomto stanoveni.

Roztok Roztok Roztok B
. . , v Kontrolni
testované testované testované |Rozpoustédlo ik
latky latky latky DMSO ) o Ay
c;=10mM | c;=1mM (c3=0,1mM
Jamky
S
indikatorem
Slepé vzorky

Testovaci jamKky (roztoky testované latky
nebo DMSO)

Koneény obsah jamek:
150 pl pufru nebo pufru pH 4,5

Kontrolni jamky (roztok HA) 50 pl roztoku testované latky nebo

DMSO nebo roztoku HA

< Jamky s indikatorem (roztok ferrozinu) e
50 pl roztoku Fe®* ionti
>< Slepé vzorky (ultracista voda) 50 pl roztoku ferrozinu nebo ultracisté vody

Obrdzek ¢. 12: Schematické zobrazeni jamek mikrotitracni desticky pri méreni redukce

Zelezitych iontii
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4.7 METODIKA PRO MERENI S IONTY MEDI

4.7.1 Priprava zakladnich a pracovnich roztokua a vzorka testovanych latek

4.7.1.1 Priprava zakladniho a pracovniho roztoku méd'nych iontt

Nejprve byl pripraven zakladni roztok méd'nych ionti o koncentraci 5 mM rozpusténim chloridu
médného (CuCl, My, = 98,99 g/mol) ve vodném roztoku 0,1M kyseliny chlorovodikové (HCI,
My = 36,46 g/mol) a 1M chloridu sodného (NaCl, M, = 58,44 g/mol) v ultrazvukové lazni.

Pro dalsi méreni byl tento zakladni roztok zredén dimethylsulfoxidem (DMSO) na roztok

pracovni o koncentraci 250 pM.

4.7.1.2 Priprava zakladniho a pracovniho roztoku méd'natych iontti

Nejprve byl pripraven zadkladni roztok meédnatych ionti o koncentraci 5 mM rozpusténim
pentahydratu siranu méd'natého (CuS04.5H;0, M,, = 249,69 g/mol) v ultralisté vodé.
Pro dalsi méreni byl tento zakladni roztok zredén dimethylsulfoxidem (DMSO) na roztok

pracovni o koncentraci 250 pM.

4.7.1.3 Priprava zakladniho indikacniho roztoku bathocuproindisulfonové
kyseliny (BCS)
Byl pripraven zdkladni roztok BCS o koncentraci 5 mM rozpuSténim disodné soli
bathocuproindisulfonové kyseliny (M. = 564,54 g/mol) v ultracisté vodeé.

Pii méreni byl roztok BCS vyuzit jako barevny indikator.

4.7.1.4 Priprava zakladniho a pracovniho indikaéniho roztoku hematoxylinu

Nejprve byl pripraven zakladni roztok hematoxylinu o koncentraci 5 mM rozpusténim
hematoxylinu (Mw = 302,28 g/mol) v DMSO. Pouzitelnost tohoto zdkladniho roztoku byla
stanovena na dobu cca 5 hodin.

Pro dalsi méreni byl tento zakladni roztok zredén dimethylsulfoxidem (DMSO) na roztok
pracovni o koncentraci 250 uM. PouZitelnost tohoto pracovniho roztoku byla stanovena na dobu
90 minut.

Pti méreni byl roztok hematoxylinu vyuzit jako barevny indikator.

4.7.1.5 Priprava zakladniho a pracovniho roztoku hydroxylamin hydrochloridu
Nejprve byl pripraven zakladni roztok hydroxylamin hydrochloridu o koncentraci 100 mM
rozpusténim hydroxylamin hydrochloridu (HONH;.HCl, M, = 69,49 g/mol) v ultracisté vodé.
Pro dal$i méreni byl tento zakladni roztok ziedén ultraistou vodou na roztoky pracovni

o koncentraci 10 mM a 1mM.
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Pfi méreni byl roztok hydroxylamin hydrochloridu vyuzit jako redukéni cinidlo.

4.7.1.6 Priprava vzorku testovanych latek

Vzorky testovanych latek o poZadovanych koncentracich byly ptipraveny rozpu$ténim danych

latek v DMSO.

4.7.2 Kontrolni zkouska roztoki ionti médi

Zkouska spravného redéni byla provadéna vzdy po pripravé zakladnich roztokd médnych a
médnatych iontd. Byla provadéna pouze pted jejich prvnim pouzitim, ponévadZ si roztoky
ponechavaly svou stabilitu. Byly uchovavany v lednici.
¢ Do dvoujamek pod sebe na mikrotitracni desticce bylo pipetovano:
o 150 pl pufruopH 7,5
o 50 pl roztoku HA o koncentraci 1 mM
o 50 pl roztoku ionti médi o koncentraci 250 pM
e Mikrotitracni desticka byla tiepana po dobu jedné minuty na trepacce.
o 50 pl roztoku BCS o koncentraci 5 mM
e Mikrotitracni desticka byla po uplynuti minimalné jedné minuty vloZena
do spektrofotometru a byla zmétena absorbance pfti vinové délce 484 nm.
e Pokud se hodnota namérené absorbance pohybovala okolo 0,50-0,55, kontrolni zkouska

byla povazovana za pozitivni a roztoky mohly byt pouzity k dalSimu méreni.
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4.7.3 Kalibrace méd'natych iontt

Pro interpretaci vysledkli bylo nutné sestrojit kalibra¢ni krivku zavislosti absorbance

na koncentraci méd'natych iontt.

Ze zakladniho roztoku médnatych iontl byly natfedény ultracistou vodou pracovni
roztoky o koncentracich 50, 100, 150, 200 a 250 uM.

Do vSech urCenych jamek na mikrotitracni desticce bylo pipetovano 150 pl pufru
o pH 6,8.

Poté bylo do vSech jamek pipetovano 50 pl roztoku HA o koncentraci 1 mM.

Do testovacich jamek bylo nasledné pipetovano 50 ul roztoku Cu?* iontl prislusné
koncentrace.

Do jamek kontrolnich bylo pipetovano 50 pl rozpoustédla - ultracisté vody.

Mikrotitracni desticka byla tfepana po dobu jedné minuty na tiepacce.

Na zavér bylo pfiddno do horni poloviny jamek 50 pl indika¢niho roztoku BCS a do dolni
poloviny jamek 50 pl rozpoustédla - ultracisté vody.

IThned byla mérena absorbance pii vinové délce 484 nm. Nasledné byla absorbance
proméiena znovu v ¢ase 5 min.

Z vysledki byla sestrojena kalibra¢ni krivka.

Obrazek ¢. 13 ukazuje schematické zobrazeni jamek desticky pri tomto stanoveni

c(Cu®*) | c(Cu?*") | c(Cu?) | c(Cu®**) | c(Cu?*) | c(Cu?)
~0pM |=50pM |=100 uM|=150 uM|=200 uM|= 250 uM

——

Jamky
s indikatorem

—>< Jamky s indikatorem (roztok BCS)

>< Slepé vzorky (ultracista voda)

Slepé vzorky
Kontrolni jamky (ultracista voda bez Cu®* iontd) Koneény obsah jamek:
Testovaci jamky (roztoky Cu®* iontdi) 150 pl pufrupH 6,8

50 pl roztoku HA

50 ul roztoku Cu?* iontfi nebo ultracisté vody

50 pl roztoku BCS nebo ultracisté vody

Obrdzek ¢. 13: Schematické zobrazeni jamek mikrotitracni desti¢ky pro sestrojeni kalibracni krivky

médnatych iontii
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4.7.4 Chelatace iontii médi hematoxylinem

e Do vSech uréenych jamek na mikrotitra¢ni desticce bylo pipetovano 150 ul pfislusného
pufru.

e Poté bylo do vSech jamek pipetovano 50 pl vodného roztoku Cu?* iontli o koncentraci
250 pM.

e Do testovacich jamek bylo nasledné pipetovano 50 ul roztoku testované latky prislusné
koncentrace.
Do jamek kontrolnich bylo pipetovano 50 pl rozpoustédla - DMSO.

e Mikrotitra¢ni desticka byla tfepana po dobu dvou minut na tirepacce.

e Poté bylo ptfidano do horni poloviny jamek 50 pl indika¢niho roztoku hematoxylinu a
do dolni poloviny jamek 50 pl DMSO (slepé vzorky).

e Mikrotitra¢ni desticka byla tfepana po dobu tfech minut na trepacce.

e Thned (tzn. v ¢ase 3 min) byla méfena absorbance pii riznych vinovych délkach
pro rizna pH: 610 nm (pH 7,5)/ 590 nm (pH 6,8)/ 595 nm (pH 5,5).
Nasledné byla absorbance promérena znovu v ase 7 min pti stejné vinové délce.

e Obrazek ¢. 14 ukazuje schematické zobrazeni jamek desticky pfi tomto stanoveni

Roztok Roztok Roztok B
. . . Kontrolni
testovane testovane testovane mk
. . . amky
latk latk latk ]
y y y DMSO
C1 C2 Cx
Jamky
S
indikatorem
Slepé vzorky
Testovaci jamky (roztoky testované latky) Kone¢ny obsah jamek:
Kontrolni jamky (DMSO) 150 pl pufru
50 pl roztoku Cu®* iontl
>< Jamky s indikatorem (roztok hematoxylinu)
50 pl roztoku testované latky nebo DMSO
>< Slepé vzorky (DMSO0) 50 pl roztoku HEM nebo DMSO

Obrdzek ¢. 14: Schematické zobrazeni jamek mikrotitracni desticky pri méreni chelatace iontii

médi hematoxylinem
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4.7.5 Chelatace méd'nych ionti

e Do vSech uréenych jamek na mikrotitra¢ni desticce bylo pipetovano 100 ul pfislusného
pufru.

e Nasledné bylo do vSech jamek pipetovano 50 pl roztoku HA. Pro prostiredi o pH 6,8 a 7,5
byl pouZit roztok o koncentraci 1 mM; pro prostiedi o pH 4,5 a 5,5 byl pouzit roztok
o koncentraci 10 mM.

e Poté bylo do vSech jamek pridano 50 ul roztoku Cu?* iontd v DMSO o koncentraci
250 pM.

e Mikrotitra¢ni desticka byla tfepana po dobu jedné minuty na tfepacce.

e Do testovacich jamek bylo nasledné pipetovano 50 pl roztoku testované latky prislusné
koncentrace.
Do jamek kontrolnich bylo pipetovano 50 pl rozpoustédla - DMSO.

e Mikrotitracni desticka byla tiepana po dobu dvou minut na trepacce.

e Na zavér bylo piidano do horni poloviny jamek 50 ul indika¢niho roztoku BCS a do dolni
poloviny jamek 50 pl ultracisté vody (slepé vzorky).

e Thned byla méfena absorbance pfi vinové délce 484 nm. Nasledné byla absorbance
promérena znovu v ¢ase 5 min pii stejné vinové délce.

e Obrazek ¢. 15 ukazuje schematické zobrazeni jamek desticky pfi tomto stanoveni.

Roztok Roztok Roztok ,
. . . Kontrolni
testovane testovane testovane . Kk
. . . amky
L4tk latk latk :
y Y y DMSO
C1 (o Cx
Jamky
S
indikatorem
Slepé vzorky
Testovaci jamky (roztoky testované latky) Koneény obsah jamek:
100 pl pufru

Kontrolni jamky (DMSO) 50 ul roztoku HA

Jamky s indikatorem (roztok BCS) 50 pl roztoku Cu* iontt

>< 50 pl roztoku testované latky nebo DMSO

Slepé vzorky (ultracista voda)

50 pl roztoku BCS nebo ultracisté vody

Obrdzek ¢. 15: Schematické zobrazeni jamek mikrotitracni desticky pri méreni chelatace
médnych iontti
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4.7.6 Chelatace méd'natych iontt

e Do vSech uréenych jamek na mikrotitra¢ni desticce bylo pipetovano 100 ul pfislusného
pufru.

e Do testovacich jamek bylo nasledné pipetovano 50 pl roztoku testované latky prislusné
koncentrace.
Do jamek kontrolnich bylo pipetovano 50 pl rozpoustédla - DMSO.

e Poté bylo do vSech jamek pipetovano 50 ul roztoku Cu2+ iont v DMSO o koncentraci
250 pM.

e Mikrotitra¢ni desticka byla tfepana po dobu dvou minut na tiepacce.

e Poté bylo do vSech jamek pridano 50 pl roztoku HA. Pro prostiedi o pH 6,8 a 7,5 byl
pouzit roztok o koncentraci 1 mM; pro prostiedi o pH 4,5 a 5,5 byl pouzit roztok
o koncentraci 10 mM.

e Mikrotitracni desticka byla tirepana po dobu jedné minuty na tirepacce.

e Na zavér bylo piidano do horni poloviny jamek 50 pl indika¢niho roztoku BCS a do dolni
poloviny jamek 50 pl ultracisté vody (slepé vzorky).

e Thned byla méfena absorbance pti vinové délce 484 nm. Nasledné byla absorbance
promérena znovu v ¢ase 5 min pri stejné vinové délce.

e Obrazek ¢. 16 ukazuje schematické zobrazeni jamek desticky pfi tomto stanovend.

Roztok Roztok Roztok B
, , , Kontrolni
testovane testovane testované - mk
, , , amky
latk latk latk :
Y y Y DMSO
Ci1 C2 Cx
Jamky
S
indikatorem
Slepé vzorky
Testovaci jamky (roztoky testované latky) Kone¢ny obsah jamek:

i 100 ul pufru
Kontrolni jamky (DMSO)
50 pl roztoku testované latky nebo DMSO
Jamky s indikatorem (roztok BCS) 50 pl roztoku Cu®* jonty

50 pl roztoku HA

XX

Slepé vzorky (ultracista voda)

50 pl roztoku BCS nebo ultracisté vody

Obrdzek ¢. 16: Schematické zobrazeni jamek mikrotitracni desticky pri méreni chelatace
méd'natych ionti
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4.7.7 Redukce médnatych iontt

e Do vSech uréenych jamek na mikrotitra¢ni desticce bylo pipetovano 100 pl pfislusného
pufru.

e Do testovacich jamek bylo nasledné pipetovano 50 pl roztoku testované latky prislusné
koncentrace nebo 50 ul rozpoustédla - DMSO.
Do jamek kontrolnich bylo pipetovano 50 pl roztoku HA. Pro prostiedi o pH 6,8 a 7,5 byl
pouzit roztok o koncentraci 1 mM; pro prostiedi o pH 4,5 a 5,5 byl pouzit roztok
o koncentraci 10 mM.

e Poté bylo do vSech jamek pridano 50 pl roztoku Cu2+ iontd v DMSO o koncentraci
250 pM.

e Mikrotitra¢ni desticka byla tfepana po dobu dvou minut na tiepacce.

e Na zavér bylo piidano do horni poloviny jamek 50 ul indika¢niho roztoku BCS a do dolni
poloviny jamek 50 pl ultracisté vody (slepé vzorky).

e Jhned byla mérena absorbance pii vinové délce 484 nm. Nasledné byla absorbance
proméiena znovu v ¢ase 5 min pri stejné vinové délce.

e Obrazek ¢. 17 ukazuje schematické zobrazeni jamek desticky pri tomto stanoveni.

Roztok Roztok Roztok ,
. . . vy Kontrolni
testované testované testované |Rozpoustédlo - mk
latky latky latky DMSO ’alr{“Ay
Cq (] Cx
Jamky
S
indikatorem
Slepé vzorky

Testovaci jamKky (roztoky testované latky

Konecny obsah jamek:
nebo DMSO)

100 pl pufru

Kontrolni jamky (roztok HA) 50 ul roztoku testované latky nebo DMSO

nebo roztoku HA
JamKy s indikatorem (roztok BCS)

50 pl roztoku Cu?* iontd

Slepé vzorky (ultracista voda) 50 pl roztoku BCS nebo ultracisté vody

Obrazek ¢ 17: Schematické zobrazeni jamek mikrotitracni desticky pri méreni redukce méd'natych iontii
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5 VYSLEDKY

5.1 SESTROJENIi KALIBRACNI KRIVKY ZELEZNATYCH IONTU

Dle metodického postupu pro sestrojeni kalibracni krivky zeleznatych ionti byly
naméreny prislusné hodnoty absorbance pro jednotlivé roztoky Zeleznatych iontd
o koncentracich 75, 150, 250, 500 a 750 uM (Tabulka ¢. 1). Namérené hodnoty absorbance byly
pomoci programu Microsoft Excel prevedeny do grafu kalibra¢ni kiivky (Obrazek ¢. 18)

popisujici zavislost absorbance na koncentraci Zeleznatych iontti. Jednalo se o linearni zavislost.

Zakladni koncentrace Fe?* iontd (uM) 0 75 150 250 500 750
Konetna koncentrace Fe?* iontli (uM) 0 15 30 50 100 150
Priimérna hodnota absorbance 0,005 0,327 |0,618667 | 1,037 2,097 3,048

Tabulka ¢ 1: Namérené hodnoty pro sestrojeni kalibracni krivky Zeleznatych ionti

Kalibrac¢ni krivka Zeleznatych ionti

3,5

A3 2 T L

y =0,0204x + 0,0164

R R?=0,9996

05 .t

o
.o

0 20 40 60 80 100 120 140 160
c(Fe?*) [umol.I™]

Obrdzek ¢. 18: Kalibracni krivka Zeleznatych iontii
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5.2 INTERAKCE TESTOVANYCH LATEK S IONTY ZELEZA

Pro méreni chelatacni i redukeni aktivity testovanych latek byl jako indikator vyuzivan

ferrozin, ktery tvoii barevné komplexy s Fe2+ ionty.

U chelata¢niho méreni bylo jako kontrola vyuZito rozpoustédlo DMSO, které postrada

jakoukoli Zelezo-chelatacni aktivitu.

Jako pozitivni kontrola u redukéniho méreni byla vyuzita schopnost roztoku HA

redukovat vS§echny pritomné Fe3+* ionty na Fe2* ionty.*>

5.2.1 Chelatacni ucinnost testovanych latek

Méreni Zelezo-chelatacni aktivity metabolitli isoflavonoidii bylo provedeno in vitro

pro riizné koncentrace testovanych latek a pri odliSnych hodnotach pH.

Nameérené hodnoty chelatatni aktivity ekvolu (Obrazek ¢. 19) a DMA (Obrazek €. 20) byly
zaneseny do grafti. Na ose X je vzdy znazornén pomér koncentraci testované latky ku roztokim
iontl Zeleza. Na ose Y je procentualné vyjadrena schopnost testované latky chelatovat pritomné

ionty Zeleza. Barevné jsou odliSena méreni pri riiznych hodnotach pH a v rizném case.

5.2.1.1 Ekvol

-

(=

o
1

-+ Fe?* (pH 4.5)
Fe2* (pH 5.5)
Fe?* (pH 6.8, 0 min)
Fe2" (pH 6.8, 5 min)
Fe2" (pH 7.5, 0 min)
50- -~ Fe?* (pH 7.5, 5 min)

% chelatovanych ionti Fe"*

= Fe?* (pH 4.5)

0 T T T T .
1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér ekvol:Fe"*

Obrdzek ¢. 19: Grafické zobrazeni schopnosti ekvolu chelatovat ionty Zeleza
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5.2.1.2 Desmethylangolensin

Eﬁ'ﬁ 100 ~+ Fe?* (pH 4.5)
°§ Fe2* (pH 5.5)
s 801 Fe?* (pH 6.8, 0 min)
g Fe2* (pH 6.8, 5 min)
3 601 Fe?* (pH 7.5, 0 min)
% - Fe?* (pH 7.5, 5 min)
* 40- d = Fe?* (pH 4.5)

204 ®

/
0 5 e e -
1:1 10:1 100:1

pomér DMA:Fe"*

Obrazek ¢. 20: Grafické zobrazeni schopnosti desmethylangolensinu chelatovat ionty Zeleza

5.2.2 Reduk¢ni ucinnost testovanych latek

Méreni schopnosti metabolitl isoflavonoidii redukovat Zelezité ionty bylo provedeno

in vitro pro riizné koncentrace testovanych latek a pti odlisSnych hodnotach pH.

Namérené hodnoty redukéni aktivity ekvolu (Obrazek ¢. 21) a DMA (Obrazek ¢. 22) byly
zaneseny do grafli. Na ose X je vZdy vyobrazen pomér Koncentraci testované latky ku roztoku
zelezitych iontl. Na ose Y je procentualné vyjadrena schopnost testované latky redukovat
pritomné Zelezité ionty. Barevné jsou odliSena méreni pri rtiznych hodnotach pH a v ¢ase 0 a
5 minut. Cervenymi S$ipkami jsou znaceny statisticky odlisné hodnoty v porovnani

s rozpoustédlem (DMSO).
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5.2.2.1 Ekvol

+
"o 100- © pH4.50min
"..2 ® pH4.55min
i) pH 5.5 0 min
G 807 pH 5.5 5 min
~>‘ .
<
©
>
o
< 60
T
S
x
40-
20-
0-® .
solvent  1:100 1:10 1:1 10:1 100: 1

pomér ekvol:Fe®*

Obrdzek ¢. 21: Grafické zobrazeni schopnosti ekvolu redukovat Zelezité ionty

5.2.2.2 Desmethylangolensin

+
" 100 ©O pH450min
= ©® pH4.55min
c
L0 pH 5.5 0 min
S 801 H 5.5 5 mi
S pH 5.5 5 min
s pH 6.8 0 min
% 60- pH 6.8 5 min
K £} pH7.50 min
X 4 pH7.55min
40-
p<0.01
20- ’
0 . —0—90o
solvent 1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér DMA:Fe**
Obrdzek ¢ 22: Grafické zobrazeni schopnosti desmethylangolensinu redukovat Zelezité ionty
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5.3 SESTROJENI KALIBRACNI KRIVKY MEDNATYCH IONTU

Dle metodického postupu pro sestrojeni kalibracni krivky meédnatych iontd byly

namétreny prislusné hodnoty absorbance pro

jednotlivé

roztoky médnatych

iontd

o koncentracich 50, 100, 150, 200 a 250 pM (Tabulka ¢. 2). Namérené hodnoty absorbance byly

pomoci programu Microsoft Excel prevedeny do grafu kalibra¢ni kiivky (Obrazek ¢. 23)

popisujici zavislost absorbance na koncentraci Zeleznatych iontt. Jednalo se o linearni zavislost.

Zakladni koncentrace Cu?* iontd (uM) 0 50 100 150 200 250
Kone¢na koncentrace Cu?* iontt (uM) 0 8,33333 | 16,6667 25 33,3333 | 41,6667
Primérna hodnota absorbance 0,004 0,0975 0,196 0,2665 0,366 0,428

Tabulka ¢ 2: Namérené hodnoty pro sestrojeni kalibracni krivky méd'natych iontii

Kalibrac¢ni kiivka médnatych iontl

0,5
L )
0,4 e
."...
A 0,3 ; ..... "y =0,0103x+ 0,0123
----- N R?=0,996
0,2 &
0,1 e
0 Lot | L ! I 1
10 20 30 40 >0

c(Cu?*) [umol.I""]

Obrdzek ¢. 23: Kalibracni kiivka méd'natych iontii
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5.4 INTERAKCE TESTOVANYCH LATEK S IONTY MEDI

Chelata¢ni stanoveni metodou hematoxylinu byva pouzivano pouze k prvotnimu ovéreni
méd'-chelata¢ni aktivity. HEM tvori komplexy s Cu?* ionty a tyto komplexy jsou pomérné malo

stabilni. V kyselejSim prostiedi je tato metoda netcinna.46

V druhém typu chelata¢niho stanoveni tvori indikator bathocuproin komplexy s Cu+

ionty, které jsou stabilnéjsi nez komplexy s HEM i v §irokém rozmezi pH.#6
Pii chelataci méd'nych iontl je pred pridanim samotnych Cu+* iontli napipetovan roztok HA,
ktery zde ma za Ukol udrZet méd' v redukovaném stavu.

Pii chelataci médnatych iontl je roztok HA pipetovan az po pridani Cu?+ k redukci

nezreagovanych Cu?* iontd.
V obou pripadech je nechelatovana méd’ prokazana roztokem BCS.47
U obou metod (HEM i BCS) je jako kontrola vyuzivano rozpoustédlo DMSO.

Jako pozitivni kontrola u redukéniho méfeni byla vyuZita schopnost roztoku HA

redukovat vSechny pritomné Cu2* ionty na Cu* ionty.46
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5.4.1 Chelatacni ucinnost testovanych latek - metoda s hematoxylinem

Méreni meéd-chelatacni aktivity metaboliti isoflavonoidii bylo provedeno in vitro
pro riizné koncentrace testovanych latek a pri odliSnych hodnotach pH.

Nameérené hodnoty chelatatni aktivity ekvolu (Obrazek ¢. 24) a DMA (Obrazek €. 25) byly
zaneseny do grafli. Na ose X je vZdy vyobrazen pomér koncentraci testované latky ku roztoku
meédnatych iontd. Na ose Y je procentudlné vyjadrena schopnost testované latky chelatovat

pritomné méd'naté ionty. Barevné jsou odliSena méreni pti riznych hodnotach pH a v ¢ase 3 a

7 min.
5.4.1.1 Ekvol
+
s 100 & pH 5.5 3 min
3 80 ©- pH5.57 min
.g pH 6.8 3 min
< 60 .
4 : ~— pH 6.8 7 min
§ 401 : pH 7.5 3 min
0 : :
o = .
5 20- pH 7.5 7 min
[«}] -
5 . g T
°\° 0 - T A4 T

1:10 1:1 10:1 100:1
pomér ekvol:Cu?*

Obrdzek ¢. 24: Grafické zobrazeni schopnosti ekvolu chelatovat méd'naté ionty - metoda s HEM

5.4.1.2 Desmethylangolensin

100+ pH 5.5 3 min

o
©- pH5.57 min
pH 6.8 3 min
—— pH 6.8 7 min
pH 7.5 3 min
- pH7.57 min

% chelatovanych iontd Cu?*
(4]
2 e

1:100 1:10 1:1 10:1 100:1
pomér DMA:Cu?*

Obrdzek ¢. 25: Grafické zobrazeni schopnosti desmethylangolensinu chelatovat méd'naté ionty - metoda s HEM
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5.4.2 Chelatacni ucinnost testovanych latek - metoda s bathocuproinem

Méreni meéd-chelatacni aktivity metaboliti isoflavonoidii bylo provedeno in vitro

pro riizné koncentrace testovanych latek a pri odliSnych hodnotach pH.

Namérené hodnoty chelatacni aktivity ekvolu a DMA (Obrazek ¢. 26) byly zaneseny
do grafi. Na ose X je vzdy vyobrazen pomér koncentraci testované latky ku roztokiim iontd
médi. Na ose Y je procentualné vyjadrena schopnost testované latky chelatovat pritomné ionty

médi. Barevné jsou odliSena méreni pii rtiznych hodnotach pH.

Zadna z testovanych latek nebyla schopna vyznamné chelatovat ionty médi ani

pii méfeni v Case 0 min (vysledky nezobrazeny) ani v ¢ase 5 min.

g +,
“3 1004 m pH75 3 1004 m pH75
3 pH 6.8 2 pH 6.8
c
S pH5.5 2 pH5.5
j;, e pH45 S e pH45
£ s
s >
H 2
- [}
3 3
5 S
o 50 ° 50
B B
a
$ I i 8
o - T i = T
1:1 10:1 100:12+ 1:1 10:1 100:1,
pomér DMA:Cu pomér DMA:Cu
& *s
3 1001 m pH75 O 1004 m pH75
2 pH 6.8 2 pH 6.8
c
s pH55 2 pH5.5
< o
s e pH45 2> e pH45
< o
g 3
2 2
3 z
5 5
o 50 < 504
® 3
3
0 5 H o . 0 i . & i o
1:1 10:1 100:1 1:1 10:1 100:1
pomér ekvol:Cu?* pomér ekvol:Cu*

Obrdzek ¢. 26: Grafické zobrazeni schopnosti ekvolu a desmethylangolensinu chelatovat ionty meédi

v ¢ase 5 min - metoda s BCS
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5.4.3 Reduk¢ni ucinnost testovanych latek

Méreni schopnosti metabolitli isoflavonoidi redukovat méd'naté ionty bylo provedeno
in vitro pro rizné koncentrace testovanych latek a pti odliSnych hodnotach pH.

Nameérené hodnoty redukéni aktivity ekvolu(Obrazek ¢. 27) a DMA (Obrazek ¢. 28) byly
zaneseny do grafli. Na ose X je vZdy znazornén pomér koncentraci testované latky ku roztoku
meédnatych iontd. Na ose Y je procentualné vyjadrena schopnost testované latky redukovat

piitomné ionty médi. Barevné jsou odliSena méreni pii riiznych hodnotach pH a v ¢ase 0 a 5 min.

5.4.3.1 Ekvol
-0~ linearni regrese pH 7.5 5 min
I': 100 =+ linearni regrese pH 6.8 5 min
;og —— linearni regrese pH 5.5 5 min
E 80+ -2 linearni regrese pH 4.5 5 min
% — pH 7.5 5 min
s 60- 8 pH7.50min
% e~ pH 6.8 5 min
k ; pH 6.8 0 min
R 40 pH 5.5 5 min
pH 5.5 0 min
20 s~ pH 4.5 5 min
4 -©- pH 4.5 0 min

0 T T T I‘ T T
0 (DMSO) 1:1000  1:100 1:10 1:1 10:1 100:1

pomér ekvol:Cu?*

Obrdzek ¢ 27: Grafické zobrazeni schopnosti ekvolu redukovat médnaté ionty
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% redukovanych iontti Cu?*

5.4.3.2 Desmethylangolensin
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Obrazek ¢ 28: Grafické zobrazeni schopnosti desmethylangolensinu redukovat médnaté ionty
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6 DISKUZE A ZAVER

Zelezo i méd’ patii mezi esencialni mikrobiogenni prvky potiebné pro spravnou funkci
celého organismu.! Zelezo fidi transport kysliku do tkani, podili se na buné¢ném dychani, tvorbé
energie, syntéze DNA atd.6 Médi je v organismu obsazeno sice podstatné méné nez zZeleza, ale
pro télo je neméné dilezitd. Je slozkou rady enzymi, které jsou potiebné pro antioxidacni
plisobeni, tvorbu energie, homeostazu zeleza, vyvoj pojivové tkané aj.t 10

Oba kovy maji tu zasadni vlastnost, Ze mohou existovat v riznych redoxnich stavech
(jako oxidované a redukované ionty) a mezi témito stavy volné prechazet. Tato vlastnost je
vyuzivana pri reakcich, ve kterych jsou prenaseny elektrony. Pravé oxidacni stav iontl hraje
dulezitou roli ve spravném fungovani organismu.? 10

Vyrazny a dlouhodoby nadbytek i nedostatek obou kovli miiZe byt pro organismus
fatalni. Nadbytek volnych iontli Zeleza i médi totiZ miiZe potencovat vznik volnych radikald,
které pak poskozuji bilkoviny, lipidy i DNA.13 Nedostatek vede také vede k riiznym patologickym
staviim. Pro prirozenou funkci organismu je tedy zasadni udrzet spravnou homeostazu obou

prvkd.

[soflavonoidy tvori velmi vyznamnou skupinu latek, protoze vykazuji mnoho zajimavych
ucinkd, mezi které patfi v prvé radé estrogenni aktivita a antioxida¢ni plisobeni. Nelze
opomenout ani jejich antikancerogenni, antianginézni, antiaterosklerotické a antiagregacni
ucinky.3t 32, 35 36, 37 Za urcitych podminek maji ale i negativni prooxida¢ni aktivitu.38
K jejich antioxida¢nimu plsobeni prispiva schopnost chelatovat riizné ionty kovii. Chelatace se
také vyuziva pri akutnich intoxikacich a pretiZzeni organismu danym kovem.*3 Naopak
prooxidacni aktivita je prisuzovana jejich schopnosti redukovat rtzné ionty kovi, ¢imz je
podporen vznik volnych radikalii nejcastéji Fentonovou reakci.44

Cilem této diplomové prace bylo otestovat chelatacni a reduké¢ni aktivitu dvou

metabolitd isoflavonoidd, ekvolu a desmethylangolensinu. Méreni byla provadéna jednak
pro ionty Zeleza, ale i médi.

V clanku Karlickova a kol. bylo testovano celkem trinact rtznych isoflavont. Jednim
z nich byl i daidzein, hlavni 1atka, ze které p¥i metabolismu v tlustém stievé vznikaji pravé mnou
testované latky. Pri testovani bylo zjiSténo, Ze daidzein nema schopnost chelatovat ionty Zeleza
ani médi, protoze ve své struktuie (Obrazek ¢. 7) neobsahuje zadné chelata¢ni misto. Co se tyce
redukeni aktivity, daidzein byl schopen redukovat pouze méd'naté ionty, nikoli Zelezité. Z téchto
informaci bylo Cerpano pied provadénym meérenim chelata¢ni a redukcni aktivity ekvolu a

desmethylangolensinu.38
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K porovnani interakci testovanych latek s ionty Zeleza byly vyuzity pouze kompetitivni

metody za pouziti ferrozinu jako indikatoru.

Pri chelatacnim stanoveni vykazoval ekvol (Obrazek ¢. 19) pouze minimalni Zelezo-
chelata¢ni aktivitu (do 10 %) pri vSech pouZitych pH. Naopak desmethylangolensin byl schopen
chelatovat ionty Zeleza s mnohem vyssi intenzitou (Obrazek ¢. 20). Se stoupajicim pH a
koncentraci DMA se zvySovaly i jeho chelata¢ni u¢inky. Dosahly maxima 50 % chelatovanych
iontd v prostrredi pufru o pH 7,5 v nejvy$sim koncentra¢nim pomeéru 100:1 (pomér DMA a iont

Zeleza).

Schopnost redukovat Zelezité ionty postradaji obé testované latky (Obrazek ¢. 21 a 22).
Ani jeden z metabolitil totiZ neredukoval Zelezité ionty z vice nez 10 %. Tohoto maxima dosahly

obé latky pouze pti méreni v prostiredi pufru o pH 4,5 a to ve vyssich koncentracnich pomérech.

K porovnani interakci testovanych latek s ionty médi byly pouzity dvé metody, jedna
slabé kompetitivni za pouziti hematoxylinu jako indikatoru k prvotnimu ovéreni méd'-chelatacni
aktivity a druhd Kkompetitivni (vice prikazna) metoda za pouziti disodné soli

bathocuproindisulfonové kyseliny jako indikatoru.

Pii stanoveni chelatacni aktivity slabé kompetitivni metodou (s HEM) byla
u desmethylangolensinu (Obrazek ¢. 25) naméiena schopnost chelatace médnatych iontd
u vSech pouzitych pH (5,5, 6,8 i 7,5), ktera je ztetelna nejvice v koncentra¢nim poméru 100:1
(pomér DMA a médnatych ionti). Nejvyssi chelatac¢ni schopnost latky byla u pH 6.8 a mirné
dokonce presahla hodnotu 50 %. U ekvolu (Obrazek ¢. 24) nebyla zjiSténa Zadna chelatacni
aktivita. Nicméné za pouziti kompetitivni metody (s BCS) byly obé latky pouze slabé chelatacné

aktivni (Obrazek ¢. 26). Mnozstvi chelatovanych iont médi neptresahlo hranici 10 %.

Schopnost redukovat méd'naté ionty byla pozorovana u obou testovanych latek pii vsech
pouzitych pH (4,5, 5,5, 6,8 a 7,5). Maxima 100 % redukovanych médnatych ionti dosahly
ve vysSich koncentracnich pomérech a v prostredi pufri o vyssich pH. Redukéni aktivita ekvolu
(Obrazek ¢. 27) byla vyssi nez desmethylangolensinu (Obrazek ¢ 28), coz bylo zjiSténo
na zakladé provedené linearni regrese u vSech pouzitych pH.

V porovnani s vysledkem studie v ¢lanku Karlickova a kol, kde daidzein postradal
schopnost chelatace ionti Zeleza i médi, vykazovaly mnou testované metabolity mirnou

chelatacni aktivitu. Schopnost redukce méd'natych ionti byla obdobna.

Struktura téchto latek (Obrazek €. 7) nema zZadné chelata¢ni misto. Nemély by tedy byt
schopny vyrazné chelatovat ionty kovli, coz potvrzuji i mnou zjisténé vysledky, které vykazaly
jen pomérné slaby chelata¢ni potencial u desmethylangolensinu (Obrazek €. 20, 25 a 26) a zcela
minimalni u ekvolu (Obrazek €. 19, 24 a 26). Tento UCinek je odvozen od pritomnosti keto

skupiny v blizkosti fenolické skupiny, kterou DMA ve své struktui'e na rozdil od ekvolu obsahuje.
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Chelatacni ucCinek obou metabolitli, ktery byl mérenim prokazan, koresponduje
s vysledky ziskanymi v jinych studiich, napt. v ¢lanku autorek Riiferové a Kullingové, ve kterém
byla potvrzena antioxida¢ni aktivita ekvolu i desmethylangolensinu.3® Antioxida¢ni ucinek
ekvolu souvisi pravdépodobné s jeho mirnou chelata¢ni aktivitou, ale na druhé strané se muze
projevit i jeho prooxidacni ucinek, ktery souvisi s jeho vyraznym redukénim potencidlem.8

Redukéni ti¢inek metabolitti isoflavonoid byl popsan pouze u méd'natych ionté. Clanek
Mira a kol. uvadi, Ze flavonoidy redukuji jak ionty Zeleza, tak ionty médi, zatimco isoflavonoidy

pouze ionty médi, coz bylo potvrzeno i mymi vysledky.44

Zavérem lze konstatovat, Ze mnou ziskané vysledky v tomto experimentu koresponduji
s vysledky ziskanymi v jinych studiich. Mirné chelata¢ni ucinky ekvolu i desmethylangolensinu
ukazuji na jejich antioxida¢ni aktivitu a naopak prokazané redukcni Gcinky na moznou

prooxidacni aktivitu.
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ABSTRAKT
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Kandidat: Hana Némcova
Konzultant: PharmDr. Jana Karli¢ckové, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Porovnani interakci ekvolu a desmethylangolensinu se Zelezem a

meédi

Zelezo a méd’ jsou esencialni stopové prvky, které jsou dileZité pro na$ organismus. Oba
prvky maji vyznamny vliv na spravnou funkci organi a jsou soucasti mnoha enzymu. Jsou
schopny prijimat nebo odevzdavat elektrony - preména mezi oxidovanou (Fe3*, Cu?*) a
redukovanou (Fe2+, Cu+) formou. Pti nadbytku se hromadi v buiikdch a zprostiedkovavaji tvorbu
volnych radikald, které ni¢i bunécné struktury. Tento nadbytek kovi se 1é¢i pomoci chelatord,
které usnadnuji jejich vylouceni z organismu.

Isoflavonoidy jsou polyfenolické latky, které mohou mit antioxidacni ticinek a podilet se

na vychytavani volnych radikalli. Zaroven mohou mit i negativni prooxidac¢ni efekt, protoze jsou

schopny redukovat ionty kovi.

V této studii byly testovany interakce (chelatace a redukce) mezi metabolity
isoflavonoidli (ekvol a desmethylangolensin) a ionty Zeleza a médi. Obé latky jen slabé

chelatovaly ionty kovd, ale jsou schopné vyrazné redukovat méd’naté ionty.

KLiCOVA SLOVA: Zelezo, M&d, Metabolity isoflavonoidd, Chelatace, Redukce
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ABSTRACT
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Title of Thesis: Comparison of interactions of equol and desmethylangolensin with iron and

copper

Iron and copper are essential trace elements, which are important for our body. Both
elements have a significant effect on the correct function of organs and make part of many
enzymes. They are able to accept or donate electrons - conversion between oxidized (Fe3+, Cu2+)
and reduced (Fe?*, Cu*) forms. If these metals are excess in organism, they are accumulated
in the cells and mediate the creation of free radicals, that destroy cell structures. This deficiency

is treated with chelators, which facilitate the excretion of metals from the body.

Isoflavonoids are polyfenolic substances, which can have antioxidant effects and they are
involved in the scavening of free radicals. Isoflavonoids can have also a pro-oxidative effect,

because they are able to reduce metal ions.

In this study were tested interactions (chelation and reduction) between the metabolites
of isoflavonoids (equol and desmethylangolensin) and ions of iron and copper. Both metabolites

only weakly chelate metal ions, but they significantly reduce cupric ions.

KEYWORDS: Iron, Copper, Metabolites of isoflavonoids, Chelation, Reduction
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