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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Barbora Gorova
Skolitel: doc. PharmDr. Pfemys| Mladénka, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Zelezo-chelataéni vlastnosti extraktl plodd z rdznych variet

bezu ¢erného

Anorganické Zelezo je hlavnim potravnim zdrojem Zeleza u lidi. V organismu se
Ucastni mnoha biochemickych reakci a poruchy metabolismu Zeleza mohou vést k
rGznym chorobam spojenymi s nedostatkem <¢i nadbytkem Zeleza vtéle. Jednou

z moznosti |éCby nadbytku Zeleza je podani chelator( Zeleza.

Bez Cerny, Sambucus nigra L. (Adoxaceae), je po staleti pouzivan jako tradi¢ni
medicina. Plody bezu cerného jsou bohatym zdrojem anthokyani s cyanidinovym
aglykonem jako jejich hlavni soucasti. RGzné variety bezu ¢erného se mohou lisit svymi
chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi. Anthokyany mohou interagovat s kovy
v gastrointestinalnim traktu a tvofit cheldty, nicméné dat tykajicich se téchto interakci
je velmi malo. Hlavnim cilem této diplomové prace bylo analyzovat interakce Zeleza
s extrakty bezu Cerného, jako bohatého a levného zdroje anthokyand s aglykonem

cyanidinem.

Deset ethanolickych extraktl rGznych variet bezu cerného bylo testovano in vitro
na interakci s Zelezem v rGznych (pato)fyziologicky vyznamnych pH podminkach (4.5-
7.5). Pro kvantitativni porovnani byla pouzita spektrofotometrickd metoda zalozend na

indikatoru ferrozinu.

Vsechny extrakty byly schopny chelatovat Zelezo, avsak byly zde vyrazné rozdily
mezi jednotlivymi extrakty, které mohou zplsobit odliSny biologicky ucinek. Se
vzrUstajicim pH se chelatacni aktivita zvySovala u vSech extrakt(. Extrakt ‘Haschberg’ byl

nejvice ucinnym cheldtorem Zeleza, a to jak Zeleznatych, tak i Zelezitych ionta.

KLICOVA SLOVA: bez ¢erny, extrakt, plod, anthokyanin, cyanidin, chelatace, Zelezo



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology and Toxicology

Candidate: Barbora Gorova
Supervisor: Assoc Prof. Pfemysl Mladénka, Pharm.D., Ph.D.

Title of thesis: Iron-chelating properties of fruit extracts of various elderberries

Inorganic iron is the major food source of iron in humans. It plays role in many
biochemical reactions. Thus, iron metabolism disorders can lead to different diseases
associated with lack of iron or iron overload. One of the possible treatment modalities

of the latter represents the administration of iron chelators.

Elderberry, Sambucus nigra L. (Adoxaceae), has been used in traditional
medicine. The fruits of elderberry are a rich source of cyanidin-based anthocyanins as
the main component. There are important differences, both in chemical and physical
properties between several cultivars of elderberry. Anthocyanins might interact with
metals in the gastrointestinal tract by formation of chelates. However, data on metal
interactions with anthocyanins are sparse. The main aim of this study was to perform
the analysis of interaction of iron with elderberry fruit extracts as a rich and cheap

source of anthocyanins with cyanidin as the aglycon.

In this in vitro study ten elderberry fruit exctracts were tested for iron chelating
activities under different (patho)physiologically relevant pH conditions.
Spectrophotometric method based on ferrozine as an indicator was used for the

quantitative comparison.

All extracts were able to chelate iron, however, there were marked differences
between extracts from different varieties which might be transformed in dissimilar
biological effect. It was found that chelatation activity of all tested extracts was
increased with increasing pH. The extract of ‘Haschberg’ was the most potent iron

chelator, both of ferrous and ferric ions.

KEYWORDS: elderberry, extract, fruit, anthocyanin, cyanidin, chelation, iron



1. UVOD

Vyzkum zaméreny na problematiku volnych radikald naznacil, Ze potrava bohata
na antioxidanty mize hrat dulezitou roli v prevenci kardiovaskuldrnich onemocnéni,
rakoviny a neurodegenerativnich chorob. Proto pfirodni antioxidanty a barviva pfitomna
v potravé pfitahuji pozornost diky své bezpecnosti a potencidlnim vyzivnym a

terapeutickym efektem (Duymus et al., 2014).

Bez cerny, Sambucus nigra L. (Adoxaceae), je béiné divoce rostouci kef
vyskytujici se v Evropé, ¢astech Asie a Afriky. Obvykle kvete od kvétna do cervence a
jeho plody bezinky dozravaji béhem srpna a zafi. Oloupané bobule byly po staleti
pouzivany jako tradi¢ni medicina a v nékterych in vitro testech vykazuji pozitivni dopad
na lidské zdravi. Historicky byly kvéty bezu ¢erného pouzivany k lIé¢bé bolesti, otokd,
zanétl, k navozeni diurézy, ke snizeni poceni a jako expektorans. Potencidlné pftiznivy
vliv na zdravi je spojen s obsahem flavonoidd, fenolickych kyselin, riznych organickych
kyselin, prvkda (draslik, vapnik, fosfor, horcik) a vitamind. Vzhledem k pozitivnim
vlastnostem na lidsky organismus se bez ¢erny hojné vyuziva v primyslu k vyrobé
potravin (kolace, zelé, zmrzliny, jogurty, marmelady) a k vyrobé tekutin (sirupy, Caje,
vina, dzZusy). Navzdory pfiznivym ucinkdm nejsou k dispozici spolehliva klinickd data,
ktera by tyto pfiznivé ucinky potvrdila. Neloupané plody a dalsi ¢asti rostliny (listy, klra,
semena) obsahuji lektiny a kyanogenni glykosid sambunigrin, ktery je hydrolyzovan
gastrointestinalnim traktem na volny kyanid. Ten muizZe navodit nauzeu, zvraceni a dalsi
nezadouci ucinky zahrnujici brnéni a ztuhlost. Z tohoto divodu jsme se v této diplomové
praci zaméfili na extrakty loupanych plodd (Veberic et al., 2008; Ulbricht et al., 2014;
Senica et al., 2016; Silva et al., 2017; Duymus et al., 2014, Mladénka et al., 2016).

V Evropé se vyskytuje mnoho variet bezu ¢erného, z nichz nejéastéji vyskytujici
se je varieta ‘Haschberg’, ze které se sklizi bobule. RGzné variety bezu ¢erného se mohou
liSit svymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi, jako je vzhled, aroma ¢i chut. Pro
interakci s biologickym systémem je vSak nejdUlezitéjsi jejich chemické slozeni. Urcitou
experimentalni vyhodou bezu ¢erného oproti extraktlim jinych bobulovitych plodl je
vysoka koncentrace anthokyan( (anthokyanin(l) s cyanidinovym aglykonem jako jeho
hlavni soucasti. Pro srovnani, mnozstvi cyanidin zahrnujicich anthokyand maze byt 800

mg ve 100 g bobuli bezu ¢erného a v nékterych varietach jesté vice. Ve stejném mnozstvi
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bobuli je jen 25-100 mg kvercetinu, pfiblizné 20 mg proanthokyant a 20 mg fenolickych
kyselin (Veberic et al., 2008; Ulbricht et al., 2014; Senica et al., 2016; Silva et al., 2017;
Duymus et al., 2014; Mladénka et al., 2016).

Diky svym chemickym vlastnostem mohou anthokyany interagovat s kovy
v gastrointestinalnim traktu (GITu) a tvorit cheldty. Dat, ohledné interakci kovl
s anthokyany je velmi malo v porovnani s ostatnimi fenoly. Pfitom anorganické Zelezo je
hlavnim potravnim zdrojem Zeleza u lidi. V organismu se ucastni mnoha biochemickych
reakci a poruchy metabolismu Zeleza mohou vést k rlGznym chorobdm spojenymi

s nedostatkem ¢i nadbytkem Zeleza v téle (Mladénka et al., 2005).
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2. ZADANI - CiL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit interakce Zeleza s extrakty z
plodli bezu cerného jako bohatého a levného zdroje anthokyan( v pfislusnych

(pato)fyziologicky relevantnich pH podminkach®:

a) Stanovenim schopnosti testovanych extrakt( (‘Samyl’, ‘Samdal’, ‘Aurea’, ‘Dana’,
‘Haschberg’, ‘Pregarten’, ‘Heidegg 13, ‘Korsgr’, ‘Riese aus Voploch’,
‘Weihenstephan’) bezu cerného chelatovat Zeleznaté ionty v rdznych pH

podminkach: 4.5; 5.5; 6.8; 7.5 a Zelezité ionty v prostiedi o pH 4.5

b) Porovnanim chelatacni Ucinnosti testovanych extraktll mezi sebou

! Rdzné pH podminky mohou mit rGzny (pato)fyziologicky vyznam, napf. acidéza je propojend se
zanétlivymi procesy zahrnujicimi akutni infarkt myokardu a nadory. pH se také lisi v riznych biologickych
kompartmentech (Zaludek, lysozomy). Nejkyselejsi zvolené pH bylo 4.5, které je potvrzeno v lysozomech,
coz jsou organely daleZité pro transport Zeleza. Dalsi dva kyselé pH (5.5; 6.8) byly zvoleny k napodobeni
stavu ischémie, kde je zndmo, Ze Zelezo se Ucastni poskozeni tkané (Mladénka et al., 2011).
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Zelezo

Zelezo je pfechodny kov, jeho? chemicky symbol Fe vychazi z latinského nazvu
ferrum. Zelezo je nezbytné pro naprostou vétsinu Zivych bunék (Faa a Crisponi, 1999;

Andrews, 2005).

Vzhledem k tomu, Ze je Zelezo prechodny prvek, resp. ma posledni slupku
obsazenou elektrony pouze neuplné, mize se vyskytovat v rliznych oxidacnich stavech
(od -2 do +6). Pfirozené se vyskytuje ve formé Zeleznatych (Fe?*) nebo Zelezitych (Fe3*)
iontd. Fe?* na vzduchu podléhd oxidaci na Fe3*. Rozpustnost Zeleza a jeho reaktivita je
zavisla na pH, kdy rychla spontdnni chemicka oxidace Zeleza probiha pti neutralnim pH,
zatimco pFi nizkém pH je pomald. lonty Zeleza (Fe3*) jsou velmi mélo rozpustné, co? je
pricinou nizké biodostupnosti Zeleza v neutrdIlnim pH oproti kyselému pH, ve kterém

dochazi k jeho redukci na vstiebatelné Fe?* (llbert a Bonnefoy, 2012).

3.1.1 Vyznam Zeleza v lidském organismu

Zelezo je jednim z nejdlleZit&jsich stopovych prvk v lidském organismu. Obsah
Zeleza v lidském téle se lisi podle pohlavi. Télo dospélého ¢lovéka obsahuje 35-45 mg
7eleza na kilogram vahy. Zeny pfed menopauzou maji mensi zasoby Zeleza v disledku

krevnich ztrat vlivem menstruace (Emerit et al., 2001).

Asi 65 % Zeleza je vdzdno na hemoglobin, 10 % je soucdsti svalovych viaken (jako
myoglobin), cytochrom( a soucasti enzymuU obsahujicich Zelezo. Pfiblizné 20-30 % Zeleza
je vazano na zelezo zasobni proteiny — feritin a hemosiderin (Fraga a Oteiza, 2002), a asi
3-4 mg cirkuluji v plasmé vazané na transferin (Crisponi a Remelli, 2007). Nékteré
slouceniny obsahuji i Zelezo vdzané na atom siry, jako napfr. akonitaza, coz je klicovy

rezim citratového cyklu.

Nejdulezitéjsi roli Zeleza je schopnost odevzdavat a pfijimat elektrony, coz je
konverze mezi Zeleznatymi a Zelezitymi formami. Tato uZiteénd vlastnost Zeleza se
oxidovat a redukovat mliZe byt za urcitych podminek nebezpecn3, jelikoz Zelezo je také

znamo tvorbou volnych radikdld (Andrews, 2000). Jeho dalsi dualezitd role zahrnuje
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transport kysliku (ve formé hemu jako kofaktoru v hemoglobinu a myoglobinu) a
enzymaticky prenos elektrond v cytochromech, ribonukleotidreduktdze, kataldze a
peroxidaze (Andrews, 2005). Je tedy dllezité pro bunécné dychani, proliferaci a
diferenciaci a pro regulaci genové exprese. Uplatiiuje se také v imunitnim systému a je

soucasti NADPH-oxidazy potiebné k obrané proti mikroblm (Lillmann et al., 2012).

Hlavnim zdrojem Zeleza v nasi potravé jsou maso, jatra, ledviny, vaje¢ny Zloutek,
zelenina, ovoce a zejména lusténiny. V béiné stravé je zakomponovano pfriblizné 15-20
mg Zeleza, z ¢ehoz télo absorbuje asi 1-2 mg Zeleza denné, coz vyvazi ztraty Zeleza
vzniklé odlupovanim bunék stfevni sliznice, menstruacnim nebo jinym krvacenim.
(Hynie, 2001). Ztraty Zeleza €ini u muzd asi 1 mg/d a u Zen aZz 2 mg/d. Zvysené naroky na
pfijem Zeleza maji déti, adolescenti, téhotné (druhy a tfeti trimestr) a kojici Zeny

(Silbernag! a Lang, 2001; Camashella 2017; Sheftel et al., 2012).

Lidsky organismus ma velmi limitovanou schopnost vylucovat Zelezo, tedy
postrada efektivni cestu k ochrané bunék a tkani pred jeho pretizenim. Proto je
regulovan predevsim jeho pfijem (Sedldckovd a Racek, 2009). Nadmérné mnozstvi
Zeleza muze toxicky poskodit burnky tvorbou kyslikovych radikalt, naopak jeho
nedostatek muZe zastavit bunécény ruist a vést az k bunécné smrti (Faa a Crisponi, 1999;

Andrews, 2005).

3.1.2 Vstrebavani zeleza

Metabolismus Zeleza je regulovan tak, aby ho bylo dostatek pro hemopoézu a
zaroven tak, aby se nikde nevyskytovalo nevazané ve dvoumocné formé (Zeleznaté ionty
maji schopnost redukovat kyslik na superoxidovy radikal, viz kapitola Toxicita Zeleza).

Jeho regulace probiha jak na bunécné, tak na systémové drovni.

Zelezo pfijimané potravou se vyskytuje v réiznych formach. Jako trojmocné Fe3*,
které se stfevni sliznici resorbovat nemlzZe (soli Fe3* jsou nevstiebatelné); jako
dvojmocné Fe?*, které je v zdsadé resorbovatelné (soli Fe?*) a také jako Zelezo vazané
v hemu (=hemové Zelezo, napf. z pfijmu masa, ryb). Hemovy komplex s Zelezem se po
perordlnim pfijmu resorbuje obzvlast dobrfe. Kabsorpci Zeleza dochazi hlavné

v duodenu (Lillmann et al., 2012).
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Zelezo vazané v hemu (Fe?*) ma sv(j specidlni protein transportujici hem
v apikdlnich membrandch enterocytd — HCP (heme carrier protein). Po endocytéze
téchto komplexi se Fe?* uvolni zhemu specidlnim enzymem hemoxygenazou.
Pfebytecny Fe?* je navazan na bunéény feritin (v trojmocné formé), a slouZi tak jako
intraceluldrni pool Zeleza. Zelezo je z enterocytu uvolfiovdno do krve exportérem
zvanym feroportin (nachazi se i v membrané makrofagl a hepatocytll) ve formé Fe?*.
Takto vyloucené Zelezo je ihned oxidovano hefestinem a vazano na apotransferin, ktery
obstardva transport Fe plazmou. Transferin (=apotransferin + 2 Fe3*) se dostava
prostfednictvim transferinovych receptorll endocytézou do erytroblastld i do bunék
jater, placenty, aj. Po odevzdani Fe cilovym burikdm je apotransferin znovu k dispozici
pro prijeti Fe ze stfeva a z makrofagli (Sedldckova a Racek, 2009; Liillmann et al., 2012;

Silbernagl, Lang, 2001).

Nehemové Zelezo (Fe3*) se mlZe resorbovat pouze jako Fe?*, takie musi dojit
k jeho redukci v kyselém prostfedi Zaludku a v duodenu enzymem ferireduktazou nebo
za Ucasti redukcnich cinidel pfitomnych v potravé (napf. askorbova kyselina, cystein,
histidin). Takto zredukované Fe?* se poté navaZe na dvoumocny transportér kovli (DMT1
= divalent metal transporter), ktery pfenese Fe?* pfes apikalni membrénu do cytosolu.
Fe?* pak v cytosolu — spolu se Zelezem pochazejicim z hemu - pdsobenim feroportinu

opét enterocyty opousti (Lillmann et al., 2012; Sedldckovd a Racek, 2009).

Za normalnich okolnosti je vSechno nehemové Zelezo v obéhu vazano na
transferin, jehoZ saturace vazebnych mist se pohybuje okolo 30 %. Pfi nadbytku Zeleza
v organismu a obsazeni vSech vazebnych mist transferinu se v organismu objevi ,,volné
Zelezo’ (NTBI — NonTransferin-Bound Iron), obvykle ve formé Fe3* vdzané na citrat

(Sedlackova a Racek, 2009).

3.1.3 Recirkulace Zeleza obsazeného v erytrocytech

Erytrocyty maji primérnou Zivotnost cca 120 dni. Po této dobé jsou vychytavany
makrofagy retikuloendotelového systému (RES). Uvnitif makrofagh dochazi k degradaci
erytrocytll a uvolnéni hemoglobinu. Hemoglobin je dale degradovan na hem a globin.

Z hemu se pomoci hemoxygendzy uvolni Zzelezo (Fe?*), které pak tvofiintraceluldrni pool.
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Rovnéz hemoglobin z intravaskularné hemolyzovanych erytrocytl je zpracovan
makrofdgy RES. V plazmé se vaZe na prenasec haptoglobin a do burky je prenesen
pomoci receptoru CD136. Zelezo je pak z hemu uvolnéno pomoci hemoxygenazy. Zelezo
je z makrofagl exportovdno feroportinem, navaze se na transferin a je znovu vyuZito

pro erytropoézu (Sedldckovad a Racek, 2009).

3.1.4 Zasoby Zeleza

Jatra jsou nejvétsSi zasobarnou Zeleza v organismu. Prebyvajici Zelezo je v nich
ukladdno ve formé feritinu a hemosiderinu. Mala ¢dast Zeleza je uloZena jako biologicky

aktivni labilni intracelularni pool (Sedldckovd a Racek, 2009).

Feritin, neboli skladovaci molekula Zeleza v burice, ktery se nachazi ve stfevni
sliznici, jatrech, kostni dfeni, erytrocytech a plazmé tvofi ,,kapsu‘ pro 4500 iont( Fe3*.
Pfedstavuje tak rychle mobilizovatelnou rezervu Zeleza (okolo 600 mg). Zatimco Fe
z hemosiderinu se uvoliiuje obtiznéji (250 mg Fe v makrofazich jater a kostni dfené)

(Silbernagl a Lang, 2001; Sedldckovad a Racek, 2009).

3.1.5 Regulace zeleza

Enteralni resorpce je regulovana negativni zpétnou vazbou — resorbuje se vzdy
jen tolik Zeleza, kolik je ho opravdu zapotiebi. Kontrolujicim faktorem je mnozstvi
feroportinu, které je k dispozici pro export Zeleza z enterocytld. Mnozstvi feroportinu je
regulovano hepcidinem, ktery zvySuje anebo snizuje pocet feroportinovych jednotek,
které jsou k dispozici. Na tomto principu funguje i tzv. slizni¢ni blok — ochrana pred

peroralni otravou Zelezem (Lillmann et al., 2012).

Pfi nedostatku Fe je slizni¢ni translace feritinu inhibovéna vazbou Fe-regula¢niho
proteinu IRP 1 (iron regulatory protein 1) na feritinou mRNA, zatimco vazbou na mRNA
transferinového receptoru 1 dojde k jeho stabilizaci, resp. k vy$simu pfijmu Zeleza do

burky.
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3.2 Patologické stavy spojené s Zelezem

3.2.1 Nemoci spojené s nedostatkem Zeleza

Témér miliarda lidi na svété trpi anémii z nedostatku Zeleza (sérové Fe< 0,4 mg/I).
Nedostatek Zeleza tlumi syntézu hemoglobinu, kdy vznikd hypochromni mikrocytarni
anémie (sideropenickd anémie, tj. anémie z nedostatku Zeleza). Erytrocyty téchto
pacientd jsou méné Cervené (obsahuji méné hemoglobinu) a jejich velikost je mensi, nez

velikost normalnich erytrocytl (Sheftel et al., 2012).

Na zakladé etiologie a patofyziologie rozezndvdme absolutni a relativni
nedostatek Zeleza zaloZeny na laboratornich a klinickych vysledcich. V zdsadé muze
nedostatek Zeleza ovlivnit i jiné tkané/organy nez pouze erytropoézu, a to kosterni
svalstvo, srdce a mozek. Casto jsou zmifiovany jako pfiznaky anémie Unava, svalovd
slabost, snizena fyzickd vykonnost a zhorSeni kognitivnich funkci, které mohou byt

nasledkem nedostatku Zeleza v mozku/svalech (Camashella, 2017).
Hlavni pri€iny nedostatku Zeleza mohou byt:
a) ztrata krve — krvaceni v GITu, silné menstruacéni krvaceni

b) naruseni recyklace Fe: tato forma anémie se objevuje u chronickych infekci. P¥i
téchto stavech je sice dostatek Zeleza v organismu, ale Zelezo je uvéznéné uvnitf

makrofagl a nemuze byt uvolnéno kvuli zanétlivym mediatoram

c) nizky prilem Zeleza — malnutrice (nedostatecny pfijem Zeleza ve stravé),

vegetariani, vegani. Vyskytuje se hlavné ve tfetim svété

d) naruseni resorpce Fe v dlsledku: achlorhydrie (atroficka gastritida, gastrektomie),
malabsorpce pfi chorobach hornich oddil(i tenkého stfeva nebo obsahuje-li potrava

slozky vazici Fe (fytaty v obili a zeleninég, tfislovina v ¢aji, Stavelany, aj.)
e) defekt apotransferinu — ten vSak byva vzacny

f) Iéky navozeny —inhibitory protonové pumpy, Hz blokatory, antikoagulantia, aspirin,

/////

(Silbernagl a Lang, 2001; Camashella 2017; Sheftel et al., 2012).
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Cilem lécby Zelezem je normalizovat hodnoty hemoglobinu a doplnit vyéerpané
tkanové zasoby Zeleza. Pfipravky Zeleza se poddvaji vétsinou peroralné. Doba IéCby je
pfiblizné 2-3 mésice a nesmi prestat ani pfi normalizaci hodnot hemoglobinu, protoze
je nutné doplnit také zasoby Zeleza v organismu. Podavaji se dvojmocné soli jako siran
Zeleznaty (ferrosi sulfas), fumaran Zeleznaty (ferrosi fumaras), glukonan Zeleznaty

(ferrosi gluconas) nebo chlorid Zeleznaty (ferrosi chloridum).

Absorpci zZeleza podporuje kromé vitaminu C i soucasné poddvani vitaminu Be.
Asi u 10 % lécenych se mohou vyskytnout nezadouci Ucinky terapie Zelezem jako
paleni zahy, nauzea, tlak v Zaludku, zvraceni, nechutenstvi, prlijem a u starsich
pacientl spiSe zdcpa. Pro injek¢ni aplikaci lze pouzit i trojmocné pfipravky Zeleza.
Jedinym rozumnym dlvodem pro injekéni aplikaci je naprostd nesndsenlivost oralni
terapie (Hynie, 2001). Tato terapie muUZe byt spojend s rizikem predavkovani
a naslednym ukladanim Zeleza ve tkanich (hemosiderdza). Vazebna kapacita
transferinu pro Zelezo je omezend a volné Fe3* je toxické. Proto se pouZivaji takové
komplexy Fe3*, které bud odevzdavaji Fe3* pfimo transferinu, anebo které
fagocytdézou pohlti makrofagy, takie se Zelezo dostane do feritinovych zdsob

(Lillman, Mohr, Hein, 2012).

3.2.2 Nemoci spojené s nadbytkem Zeleza v organismu

Vzhledem k limitované schopnosti lidského téla vyloudit Zelezo mlze dojit
k predavkovani Zelezem. Predavkovani Zelezem muzZe byt vysledkem dlouhodobé
hyperabsorpce Zeleza pochdzejiciho ze stravy nebo prebytkem Zeleza podavaného
parenteralné (krevni transfuze u nékterych typa anémii) nebo kombinaci obou zpUsobu.
Sekundarni pretizeni Zelezem se vyviji u pacientd zavislych na transfuzich, napf. u

talasemii, aplastické anémie a myelodysplastickém syndromu.

Talasemie jsou skupiny dédi¢né podminénych krevnich poruch zplsobené poruchou
syntézy jednoho nebo vice hemoglobinovych fetézcu (a, B, v, 6, a €), coz vede k jejich
abnormalni struktufe. RGzné typy talasemii mohou zpUsobit odliSné zavainé
patologické stavy, které se mohou projevit mirnymi ¢i asymptomatickymi anémiemi
nebo anémiemi zavaznymi, které mohou vést k smrti (a-talasemie major). Talasemicti

pacienti vyZaduji celoZivotni [éCeni krevnimi transfuzemi; ty vSak ale vedou k rapidnimu
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narlstu Fe, jelikoZ kazda jednotka transfuze krve obsahuje 200-250 mg Zeleza (1 ml
Cervenych krvinek obsahuje pfiblizné 1 mg Zeleza), které nemulZe byt vylouceno.
Vzhledem ktomu, Ze toto Zelezo pochazi z ¢ervenych krvinek, retikuloendotelidlni
makrofagy jsou prvni, které se nasyti Zelezem. Poté teprve dochdzi k pretizeni Zelezem
v hepatocytech a dalSimi parenchymatickych burikdch. Kdyz se hodnoty Zeleza zvysi,
Zelezo vazajici kapacita transferinu se prekroci a ne-transferinova frakce Zeleza v plasmé
generuje volné radikdly. Jedind moznost [é¢by sekundarniho pretizeni zelezem je podani

Zelezo-cheletacnich Iatek, jako je napt. deferoxamin (Sheftel et al., 2012).

Jsou vSak znamy i dalsi formy talasemii, které nevyZzaduji pravidelné krevni
transfuze, tzv. ne-transfuzné-dependentni talasemie. Ty tvoii dalsi spektrum rlznych
anémii, které jsou charakterizovany zvySenou absorpci Zeleza vlivem neefektivni
erytropoézy, kde patfi talasemie intermedia (Porter et al., 2017; Kontoghiorghes et al.,

2017).

Nejcastéjsi dédicnou poruchou ovliviiujici homeostazu Fe v Evropé je dédicnd
hemochromatéza (HH). Je to autosomalné recesivni porucha, kdy se Zelezo kumuluje v
tkanich parenchymatickych bunék a poskozuje tak nékteré organy. Makrofagy jsou
uSetfeny pred kumulujicim se Zelezem, alespon v ranych stadiich choroby. Vyrazna
kumulace Zeleza je pozorovana az po ¢tyficatém roce predevsim v jatrech, ale také ve
slinivce, hypofyze, srdci, kloubech a kdzi. To vede ke koZni hyperpigmentaci a klinickym
komplikacim jako je artritida, bolest kloub(l, hypogonadismus, diabetes mellitus, jaterni

fibréza, cirhdza, hepatocelularni karcinom a/nebo srdecni selhani.

HH je geneticky heterogenni nemoc. Ve vétsiné pfipadu je zplsobena mutaci na
HFE (high iron Fe) genu, ktery je lokalizovdan na 6. chromozomu a poskozuje
transferinovy receptor a reguluje i expresi hepcidinu. Pokud doslo k mutaci HFE, stfeva
dostavaiji silny transferinovy signal, Ze télo ma nedostatek Zeleza. To vede k maximalni
absorpciZeleza z poziené potravy a nadbytku Zeleza ve tkanich. Existuji pacienti s mutaci
HFE, u kterych se nevyskytuji klinické projevy nadbytku Zeleza, ale také pacienti, ktefi
maji nadbytek Zeleza, ale normalni HFE genotyp. MozZné je, Ze HFE zpUsobeny nadbytek
zeleza muzZe byt spojen s hepcidinovou signalni drahou. Obecné totiz potlaceni
hepcidinové sekrece vede ke zvySenému vstiebavani Zeleza u vsSech forem

hemochromatdzy (Papanikolaou a Pantopoulos, 2005).
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Juvenilni hemochromatéza je charakterizovdna kumulaci Zeleza zpUsobenou
mutaci genu pro hemojuvelin nebo pro hepcidin. Klinické ptiznaky se obvykle objevi pred
tficatym rokem Zivota (Camashella et al., 2002). Na rozdil od typické HH popsané vyse,
ovliviiuje obé pohlavi stejné, kdeito typickd HH se vyskytuje castéji u muzl

(Papanikolaou et al., 2002).

Ptipady akutni toxicity Zelezem jsou vzacné a prevdiné spojené s poskozenim
GITu, jejiz vysledkem muze byt az hemoragicka nekréza a pokud neni |é¢ena, miiZe byt

fatdlni (Sheftel et al., 2012).
Nadbytek Zeleza v CNS

Byly popsany vainé neurodegenerativni poruchy spojené se Spatnou regulaci
metabolismu Fe v CNS (centrdlni nervové soustavé) (Ponka, 2004). Vysoké koncentrace
zeleza byly nalezeny v mozku pacientl trpicich Parkinsonovou ¢i Alzheimerovou
chorobou, ale také vzacnéjsi Huntigtonovou chorobou (Papanikolaou a Pantopoulos,

2005).
Nadbytek Zeleza a rakovina

Zelezo samo o sobé sice nemé karcinogenni ucinky, ale nadbytek Zeleza je spojen
s vysokym rizikem karcinogeneze. Caste¢nym potvrzenim toho je komplikace HH, kdy
dochdzi k rozvoji hepatoceluldarniho karcinomu, ktery postihuje asi 30 % pacient(
s patologickou akumulaci Zeleza v parenchymatickych tkanich. Je dokazano, Zze nadbytek
Zeleza narusuje redoxni rovnovahu bunky a vytvari oxidativni stres, ktery reguluje
signalni drahy spojené s maligni transformaci. Domniva se, Ze Zelezem indukovany
chronicky oxidativni stres muize vést k mutacim a kritickému omezeni DNA reparacnich

genu (Papanikolaou a Pantopoulos, 2005).

3.2.3 Toxicita zeleza
Zelezo za aerobnich podminek maze poskodit tkané vznikem volnych radikald,
které napadaji membrany bunék, proteiny a DNA. Jak jiz bylo zminéno vyse, ionty Zeleza
cirkuluji v plasmé vazany na transferin a hromadi se burikach v jejich zasobni formé —

feritinu; v éervenych krvinkach jako hemoglobin, ve svalech jako myoglobin. Ve zdravém
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organismu by se tedy nemélo vyskytovat ,volné Zelezo’?. MUZe se ale stat, 7e pfi
nadbytku Zeleza se transferin nasyti a Zelezo se pak nema kam navazat a zlstane
v organismu jako ,,volné Zelezo”. | velmi malé mnoiZstvi ,volného Zeleza se mize
Ucastnit Fentonovy (reakce ¢. 2), resp. Haberovy-Weissovy (reakce ¢. 3) chemické
reakce, ktera je dusledkem toxicity Zeleza. Ta vede k vytvoreni hydroxylového radikalu
(OH) ze superoxidu (-Oz") a peroxidu vodiku (H202), jez se souhrnné nazyvaji jako

reaktivni kyslikové meziprodukty ROIs (reactive oxygen intermediates).

Superoxid (-Oy) prevadi Zelezité ionty na Zeleznaté a ty reaguji s peroxidem

vodiku za vzniku hydroxylovych radikalu:
1) Fe3* +:02 > Fe** + 0,
2) Fe?* + H,02 > Fe?** + :OH + OH- (Fentonova reakce)

Druhd uvedend reakce je zndm4 jako Fentonova reakce, kdy v pfitomnosti Fe?*
dochazi k redukci peroxidu vodiku a k vzniku zminéného hydroxylového radikalu. Cely
prabéh reakce milze byt shrnut v jiz zminované Haberové-Weissové reakci. Superoxid
reaguje s peroxidem vodiku v pfitomnosti Zeleza, coz vede ke vzniku molekularniho

kysliku, hydroxylového radikdlu a anionu hydroxidu:
3) :0y + H202 - O + OH + :OH (Haberova-Weissova reakce)

Aby mohlo dojit ke vzniku hydroxylového radikalu, musi byt splnény tyto dvé
podminky: pfitomnost volného Zeleza a pritomnost ROIs. NADPH-oxiddza mUze tvofit
superoxid jako vysledek zanétu zplsobeného neutrofily a makrofagy. Mnoho tkani
obsahuje xantinoxidasu, enzym, ktery je také znamy pro tvorbu superoxidu a peroxidu
vodiku. Superoxid je také produkovan dychacim retézcem v mitochondriich. Obecné
tedy vSechny infekcni, zanétlivé procesy a nemoci zahrnujici ischémii vedou
k oxidaénimu stresu, ve kterém hraje hlavni roli bud’,,volné Zelezo’* nebo nadprodukce

ROIs béhem zanétlivych reakci (Emerit et al., 2001).

2Volné Zelezo — Zelezo s alespori jednim volnym vazebnym mistem, nebo obsazené snadno rozpustnym
ligandem. Za normalnich podminek ma Zelezo vyvéazanych viech Sest vazebnych mist a tudiz nemize
katalyzovat redoxni reakce a produkovat hydroxylovy radikal.
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Superoxid je nestaly a podléha spontannimu rozkladu nebo mnohem rychlejsSimu

rozkladu superoxiddismutdsou na peroxid vodiku a molekularni kyslik:
4) 2-:07 +2H* - 0:+ H;0;

Peroxid vodiku je nasledné preménén za katalyzy glutathionperoxiddsy na vodu

a molekularni kyslik:
5) 2H;0,-> 2H;0

(Mladénka et al., 2006; Fraga a Oteiza, 2002; Emerit et al., 2001, Papanikolaou a
Pantopoulos, 2005)

Prevence poskozeni bunék zplsobena produkci ROIs muize byt efektivné
dosazena antioxidanty, coz jsou obecné latky schopné chréanit pred oxidaci. Volné
radikdly jsou v aerobnich organismech pfitomny jako vysledek normalniho metabolismu
kysliku. Jak bylo popsano vyse, Zelezo, zejména Zeleznaté ionty jsou schopné spoustét

oxidaci a rozklad peroxidu. Proto antioxidant mUzZe byt r(izna latka, ktera:

a) chelatuje Zeleznaté ionty a chrani Zelezo pred reakci s kyslikem &i peroxidy nebo
chelatuje i Zelezité ionty a udrZuje ho v jeho redoxnim stavu, které déla Zelezo

neschopné redukovat molarni kyslik

b) vychytava jiz vytvorené radikdly, nezdvisle na tom, jestli pochazi na Zeleze

zavislych reakcich nebo ne (Fraga a Oteiza, 2002)

3.3 Zelezo-chelataéni terapie

Cilem Zelezo-chelatacni terapie je zabranit kumulaci nadbytecného Zeleza a
komplikaci spojenych s nadbytkem Zeleza jako jsou hepaticka, endokrinologicka a
kardiologickd dysfunkce (Junqueira et al., 2013). 71 % Umrtnost na kardiologické
onemocnéni diky nakumulovanému Zelezu v myokardu je zavaznda komplikace pretizeni
zelezem u B-talasemie. Abychom se vyhnuli zavainym komplikacim zplsobenymi
nadbytkem Zeleza, je dilezZité sniZit ,,volné Zelezo* v plasmé a odstranit prebytek Zeleza

(Xiao et al., 2015).

Chelatory jsou schopny navazat ionty kovl (Zeleza, médi) a drasticky sniZit jejich

reaktivitu (Rodrigues et al., 2015). Konecny komplex je ve vodé rozpustny, v dlisledku
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¢ehoz muze vstoupit do krevniho obéhu a mlize byt vylou¢en moci ¢i Zluci bez poskozeni

organismu (Kochhar et al., 2015).

3.3.1 Pozadované vlastnosti chelatoru

Zelezo mé koordinaéni &islo 6, coz znamena, Ze jeho centralni atom mize na sebe
navazat az Sest ligandU a tvofit osmisténny cheldt. Ligandy mohou byt klasifikované
podle poctu donorovych atom(, kterymi vytvafi koordinacni vazbu s centrdlnim

atomem kovu. Déli se tedy na dvojvazné, trojvazné a Sestivazné.

Stabilita komplexu je vyjadfena poctem navdzanych chelatacnich kruh( tvoficich
vysledny komplex; ¢im vétsi pocet chelatacnich kruhl ve vysledném komplexu, tim
vétsi stabilita komplexu. Standardné pouzZivany parametr ke srovnani ucinnosti
cheldtor( v biologickych podminkach je pFe hodnota. Tato hodnota je definovana,
jako zaporny logaritmus koncentrace volného Fe3* v roztoku, kde smisime chelétor
v koncentraci 10° M a Zelezo v koncentraci 10® M v prostfedi o pH 7.4. Srovnani
ligandll za takto stanovenych podminek je vyhodné, jelikoZz hodnota pFe zapocitava
protonizacni ucinky ligandu a denticitu (pocet atom( v jednom ligandu, ktery se vaze
na centrdlni atom v koordina¢nim komplexu). Nicméné v mnoha situacich toto
srovnani nemusi byt objektivni. Hodnota koncentrace Zeleza v plasmé a jinych
tekutindch je sice dan3, to se ale mizZe ménit; za patologickych podminek se vyrazné
zvysSuje. Stejné tak, kdyZz vezmeme v potaz mnozstvi vylouc¢eného Zeleza za den ( >0,5
mg/kg vahy), dostaneme negativni Fe bilanci u pacientd zavislych na transfuzich.
Navic, kdyZz vezmeme v potaz klinicky pouzivanou denni davku rGznych chelator(,
odpovidajici koncentrace se lisi od 103 do 10° v zavislosti na zpUsobu podani,
absorpci a metabolickych vlastnostech. Na prvni pohled, diky chelatacnim
schopnostem ligandu, mlze byt definice pFe uzitecnd, ale vredlnych (tj.
komplexnich) biologickych podminkach neni jeji znalost dostate¢na pro predikci

davkovani (Crisponi a Remelli, 2007).

Chelatory Zeleza mohou byt navrZzeny jak pro Zeleznaté ionty, tak pro Zelezité
ionty. Ligandy preferujici Zeleznaté ionty zahrnuji ,,mirné’ donory elektron(, napfr.
dusik zahrnuijici ligandy jako je 2,2‘-bipyridyl a 1,10-fenantrolin. | kdyzZ jsou tyto latky

mnohem vice selektivni pro Fe?* nez pro Fe3*, maji také afinitu pro dalsi biologicky
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daleZité dvoumocné kovy jako je méd (Cu?*) a zinek (Zn?*). Ligandy, preferujici

Zelezité ionty napf. oxyaniony a katecholaty jsou obecné preferencné selektivni

k trojmocnym kovim jako je hlinik (Al**) a galium (Ga®*), které nejsou az tak duleZité

pro Zivé buriky, proto je Zelezo Fe3* v praxi vyhodnéjsim cilem pro syntézu novych

cheldtord. Dals$i vyhoda vysoké afinity Fe3* cheldtord je, Ze za aerobnich podminek

chelatuji i Fe?* diky usnadnéné autooxidaci na Fe3* (Harris, 1973).

Rozhodujici znaky pro klinické pouZiti chelatort

a)

b)

Lipofilita a molekulovd hmotnost — aby dosahl cheldtor svého farmakologického
efektu, musi byt schopny dostat se do cile v dostate¢né koncentraci. Dllezitd je
jeho schopnost Uc¢inné se absorbovat gastrointestinalnim traktem a projit
biologickymi membranami, aby se dostal do cilovych organ( jako jsou napf. jatra.
Tri hlavni faktory ovliviiuji schopnost Iatky volné pronikat lipidovou membranou
— lipofilita, ionizace a molekulovd hmostnost. Aby bylo dosazeno co nejvétsi
absorpce, mél by byt chelator dostatecné rozpustny v tucich (log P water/octanol > -
0,7), coZ usnadni penetraci gastrointestindlnim traktem. Na druhou stranu,
pokud by byl cheldtor az moc rozpustny v tucich, mohl by proniknout pres
hematoencefalickou bariéru a placentu, coZz by zvétsilo jeho toxicitu (Tilbrook,
1998). Permeabilita membrany je také ovlivnéna nabojem. Neionizované
molekuly penetruji membrany mnohem rychleji, nez ionizované molekuly (Liu a
Hider, 2002). Molekulovd hmotnost je dalSi kriticky faktor, ktery ovliviiuje
absorpci. Abychom dosahli >70 % absorpce po perordini aplikaci, molekulova
hmotnost chelatoru by pravdépodobné méla byt <500. Tento hmotnostni limit
omezuje vybér chelatoru a mGzeme prakticky vyloudit Sestivazné ligandy jako
potencialni chelatory (napfiklad deferoxamin a jiné siderofory). Paradoxné EDTA
(kyselina ethylendiamintetraoctovd) s malou molekulovou hmotnosti 292 je
pfilis mala na to, aby plné chelatovala Zelezo, ¢imz usnadniuje potencidlni toxicitu
Zeleza (Tilbrook, 1998). Pro vstifebavani jsou tedy nejvhodnéjsi dvojvazné a

trojvazné ligandy (Yokel et al., 1995).

Vlastnosti chelatoru — metabolické vlastnosti cheldtort také hraji daleZitou roli
a rozhoduji o jejich ucinnosti a toxicité. Je dllezité zajistit, aby se chelator

nepfemeénil v organismu v metabolity, které by postradaly schopnost vazat
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Zelezo. Tyto vlastnosti by nevyhnutelné vyzadovaly podani vyssi davky cheldtoru,
coz by zvySovalo riziko navozeni toxicity. Cheldtory postradajici esterové a
amidové vazby jsou pravdépodobné vice odolnéjsi metabolickym reakcim (Liu a

Hider, 2002).

c) Toxicita — toxicita spojovana s chelatory Zeleza vychazi z mnoha faktoru, které
zahrnuiji: inhibici Zeleza obsahujicich metaloenzym, nedostatecna selektivita ke
kovlm, kterd muze vést k nedostatku ostatnich fyziologicky dulezitych kovd, jako
je Zn?* aredoxni cykleni Fe komplexd mezi Fe?* a Fe3*, ¢imz se tvofi volné radikély

(Liu a Hider, 2002).

3.3.2 Priklady chelatoru

3.3.2.1 DEFEROXAMIN

Deferoxamin (Obr. 1) byla prvni Sestivazna chelatacni latka, ktera byla
predstavena pro klinické pouziti v roce 1960 a v roce 1982 byla schvalena FDA (Food and
Drugs Administration). Je to netoxicky cheldtor Zeleza pochazejici z mikroorganismu
Streptomycec pilosus, ktery je schvalen pro dlouhodobou Zelezo-chelatacni terapii B-
talasemie a jinych nemoci spojenych s nadbytkem Zeleza. Ma vysokou molekulovou
hmotnost a kratky biologicky polocas, tudiz vyzaduje subkutanni nebo intravendzni
aplikaci (v pripadé akutni intoxikace Zelezem). Navrhovana davka je 40-50 mg/kg za den
alespon 5x tydné po dobu 8-10 hodin. Deferoxamin je vyluéovan hlavné moci, ackoliv u

nékterych pacientd mlzZe dosahnout az 40 % exkrece stolici.

| kdyZz je |écba deferoxaminem efektivni, dlouho trvajici infuze jsou cCasové
narocné pro pacienty, bolestivé pro déti a financné nakladné pro pojistovny. Terapie
deferoxaminem ma casto negativni dopad na kvalitu Zivota pacient(. Na ddvce zdvislé
nezaddouci ucinky deferoxaminem jsou visudlni a sluchova neurotoxicita u chronické
|[éCby a bolest bficha, prlijem, nauzea, zvraceni a hypotenze u |écby akutnich stavu.
Subkutanni podani mliZe mit za nasledek zarudnuti a svédéni v misté podani infuze.
MuUze se projevit i systémova alergicka reakce a anafylaxe pozadujici zménu chelatoru.

Nastésti vétsina nezadoucich Ucinkd je reversibilni. Terapie deferoxaminem zvysSuje
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riziko nakazeni mukormykdzou, cholerou a morem (Borgna-Pignatti a Marsella, 2015;

Mobarra et al., 2016; Nurchi et al., 2016).
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Obrdzek 1 DEFEROXAMIN
Zdroj: Nurchi et al., 2016 (prevzato)

3.3.2.2 DEFERIPRON

Deferipron (Obr. 2a) je peroralni chelator Zeleza, ktery je vhodnou volbou pro
pacienty s nedostatecnou odpovédi na jiné chelatory Zeleza, jako jsou deferasirox a
deferoxamin. V porovnani s deferoxaminem a deferasiroxem se deferipron ukazuje jako
nedostatec¢né ucinny v kontrole nadbytecného Zeleza u talasemie. Jeho uUclinnost je
sporna. Mezi nezaddouci Uuclinky patfi zvySené hodnoty jaternich enzyma,
gastrointestinalni potize a artralgie. NejvainéjSimi nezadoucimi ucinky spojenymi
s lécbou deferipronem jsou agranulocytdza a neutropenie, které jsou vSak reverzibilni

po preruseni terapie.

Doporucené denni davkovani deferipronu je 75-100 mg/kg ve tfech subdavkach.
Deferipron je dobfe absorbovan ze stfeva a maximalni koncentrace v plasmé dosahne
za 45 minut po pozfeni. Jeho plasmaticky polocas je pfiblizné 2-3 hodiny. Je vylu¢ovan
moci béhem 3-4 hodin po metabolizaci v jatrech. Hlavni metabolit je glukuronid (Obr.
2b), ktery zablokuje 3-hydroxylovou skupinu a tento metabolit je tedy neschopny vazat
Zelezo. Proto se také musi poddvat 3x denné, aby se predeslo transformaci v
nechelatujici glukuronidovou formu. Ac¢koli je deferipron mozno podavat v monoterapii,
Casto se pouzZivd v kombinaci s deferoxaminem (Borgna-Pignatti a Marsella, 2015;

Mobarra et al., 2016; Nurchi et al., 2016).
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Obrazek 2 DEFERIPRON

Vzorec Deferipronu (a) a jeho glukuronidovaného metabolitu (b).

Zdroj: Nurchi et al., 2016 (prevzato)

3.3.2.3 DEFERASIROX

Deferasirox (Obr. 3) je trojvazny chelator s vysokou afinitou pro Zelezo a nizkou
afinitou pro méd’ a zinek. Deferasirox je schvdleny pro lé¢bu hemosiderézy. Podava se
perordlné 1x denné, nejcastéji rano v rlizné davce od 10-40 mg/kg, ktera zavisi na mite
pretizeni Zelezem pfi poddvani transfuzi. Deferasirox je absorbovan ze stfeva, kdy
maximalni koncentraci v plasmé dosdhne za 4-6 hodin a jeho biologicky polocas je
pfiblizné 14-16 hodin, coZ umoznuje pravé davkovani 1x denné. Exkrece probiha hlavné
stolici. Nejcastéjsi nezadouci ucinky pfiterapii deferasiroxem jsou bolesti bficha, nauzea,
zvraceni, prujem, kozni vyrazky a o¢ni potize. Tyto nezadouci Ucinky se ¢astéji vyskytuji
u starSich pacientl, ktefi maji predispozice krenalnim/hepatickym onemocnénim,
myelodysplastickému syndromu a k nizkému poctu krevnich destic¢ek. Pfi terapii by mély
byt monitorovany hladiny kreatininu, trasaminaz a bilirubinu. Terapie deferasiroxem
totiz mlze vést k renalni dysfunkci, metabolické aciddéze, hypokalémii a hypofosfatemii
(Borgna-Pignatti a Marsella, 2015; Mobarra et al., 2016; Nurchi et al., 2016).

o]

HO

Obrazek 3 DEFERASIROX
Zdroj: Nurchi et al., 2016 (prevzato)
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3.3.3 Volba chelatoru

Volba chelatoru zavisi na raznych faktorech, jako jsou preference pacientq,
adherence k terapii, dostupnost chelatoru, cena, toxicita a misto nadbytku Zeleza. Pro
pacienty, ktefi jiz prosli chelatacni terapii a dobre ji sndseli, neni dlivod ke zméné

cheldtoru.

Vyzkum pro syntézu novych cheldtor(i pracuje napf. s hydroxypyridinony,
Ctyfvaznymi derivaty kyseliny ‘kojic’ (KA — kojic acid) a ve zkouseni je také pfirodni

siderofor desferrithiocin (Nurchi et al., 2016).

3.3.4 Nové terapeutické indikace zelezo-chelatacni terapie

3.3.4.1 Akutni respiracni distresovy syndrom — ARDS

ARDS je akutni zanétlivy plicni syndrom charakterizovany vysokou mortalitou,
kterd muze byt vysledkem mnoha nesouvisejicich pavodcl, jako jsou sepse, aspirace
Zaludecniho obsahu, polytrauma, hyperoxie a otrava léky, ¢i jinymi chemickymi latkami.
Postizeni plic je vysledkem zanétlivého procesu, ktery vede k hypoxemii, hyperkapnii,
acidéze, zvySené permeabilité alveolarni bunécné membrany a plicnimu edému.
Kyslikové radikdly, produkované aktivovanymi polymorfonukledrnimi leukocyty, jsou
vidy pfitomny v postizené plici. Tyto radikaly hraji vyznamnou roli ve vyvoji plicniho
zranéni tim, Ze destruuji integritu alveolarni bunééné membrany. Prospéch Zelezo-
chelatacni terapie byl prokdzan v mnoha experimentech. Tyto experimenty ukazaly, ze
Zelezo-chelatacni terapie muze predchdazet poskozeni tkani volnymi radikaly vedouciho

k vyvoji ARDS a selhani dychani (Faa a Crisponi, 1999).

3.3.4.2 Ischémie myokardu

Témér vSechny oteviené srde¢ni operace jako kardiopulmonadrni bypass zahrnuji

omezenou dobu, kdy dochdzi ktzv. aortickému ,,cross clampingu‘, ktery iniciuje

3 Aorctic cross clamp je chirurgicky instrument pouZivany v kardiologii, kdy se chytne aorta svorkou a
separuje se systémova cirkulace od vytoku krve ze srdce. Pouziva se napft. v [é¢bé koarktace aorty.
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ischémii; situaci, ktera podporuje tvorbu volnych radikal(. Terapie deferoxaminem vedla

ke zlepSeni zotaveni u psU a krdlikd (Faa a Crisponi, 1999).

3.3.4.3 Maldrie

Malarie neboli hemolytickd horecka je povazovana podle Svétové zdravotnické
organizace (WHO) za hlavni zdravotni problém. Ovliviiuje vice nez 200 miliona lidi a
zabije vice nez 1 milion lidi ro¢né. Malarie je zplsobena péti druhy plasmodii:
plasmodium falciparum, vivax, ovale, knowlesi a malariae. Malarie je pfenasena z osoby
na osobu po kousnuti samicky komdrem z rodu Anopheles. Plasmodia jsou obligatni
parazité, ktefi se vyviji v lidskych erytrocytech a potiebuji zelezo pro jejich Zivot. Zelezo
je pozadovano pro enzymy dulezité pro proliferaci plasmodii. Navzdory tomu, Ze se
plasmodia wvyviji v erytrocytech, tedy v mistech bohatych na Zelezo, vykazuji

pozoruhodnou citlivost na cheldtory Zeleza (Faa a Crisponi, 1999).

4. ANTHOKYANY

Anthokyany (z fe€tiny anthos = kvét a kyanos = modry) tvofi velkou a
pravdépodobné nejvyznamnéjsi skupinu ve vodé rozpustnych rostlinnych pigmentu.
Patfi do Siroce rozsifené skupiny flavonoidnich polyfenol(, které jsou zodpovédné za
modré, fialové a Cervené zbarveni plodU, které hraje vyznamnou roli v lakani zvirat, coz
umoznuje rozpraseni semen a tim i k jejich rozsifeni na rGzna mista. Tim, Ze absorbuji

svétlo, chrani rostlinu pred ultrafialovym zarenim.

Anthokyany jsou soucasti béziné stravy, zejména v ¢ervenych, modrych nebo
fialovych plodech ovoce a zeleniny (broskve, ¢erny bez, bortvky, ¢erny rybiz, hroznové
vino, Svestky, tresné, fazole, tedkvicky, Cervend cibule). Vyskytuji se taky v jiz
zpracovanych produktech jako je napf. vino, dZusy, jogurty a Zelé. V posledni dobé se
staly velice daleZitymi, jelikoZz nahrazuji uméla potravinova barviva. Kvéty a plody
predstavuji nejvétsi zdroj anthokyant, ale vyskytuji se také v listech, kiife a semenech.
Denni pfijem anthokyan( se lisi podle stravovacich navykl. Nejvyssi konzumace byla
nalezena v Italii (stfedomofrska strava), kde prijem anthokyan( ¢inil u Zen 44,1 mg/den
a u muzd 64,9 mg/den, zatimco v Nizozemi spotfeba u muzd Cinila pouze 19,8 mg/den a

u Zen 24,59 mg/den (Zamora-Ros et al., 2011).
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protirakovinotvornymi vlastnostmi. Ty ale musi byt potvrzeny v klinickém testovani na
zviratech a lidech. Potencidlni farmakologické vlastnosti riznych bioaktivnich sloucenin

jsou nyni testovany v in vitro a in vivo modelech (Smeriglio et al.,2016).

4.1 Chemicka struktura

Anthokyany jsou polyhydroxy a polymethoxy 2-fenylbenzopyryliové derivaty
tvorfené jadrem nazyvanym anthokyanidin (aglykon) vazanym na rtizné cukry (glukosa,
galaktosa, xylosa, arabinosa, fruktosa, rhamnosa) pfipojené k pozici C3, C5 nebo C7.
Glykosylace pfrispiva k rozpustnosti ve vodé. V zavislosti na pH mohou ménit barvu; pfi
nizkém pH=1 se vyskytuji v ¢ervené barvé, (Obr. 4A). avsak se zvySujicim pH se ¢ervena
barva vytraci a v prostfedi v o pH 7.5-8 jsou fialové-modré (Obr. 4B) a pfi pH >8 jsou

zlutozelené.

R? of
\ 3
ﬁ
Re Z ok -H,0

Obradzek 4 Vliv pH na zmény barev anthokyani

Na Obr. 4 je zndzorriena chemickd struktura anthokyani v kyselém pH prostredi (A) —
Cervend barva a fialovo-modrd barva, kdyZ se pH blizi k neutralité (pH 7) (B). Riizné
anthokyany mohou mit rtizné substituenty (R) v pozici C5, C6 a C7 kruhu A a v pozici C3*
a C5* kruhu B.

Zdroj: Barnes et al., 2013 (prevzato)

Je zndmo vice nez 600 druh(l anthokyanU a toto Cislo se stale zvétSuje. V prirodé
se béiné vyskytuji anthokyanidiny jako je pelargonidin, peonidin, cyanidin, malvidin,
petunidin a delphinidin (Obr. 5). Znich jsou nejrozsitenéjsi tfi glykosylované
nemethylované anthokyanidiny (cyanidin, pelargonidin, delphinidin). Jednotlivé
anthokyany se mezi sebou lisi v zavislosti na methylaci, po¢tu hydroxylovych skupin, na

povaze a poctu cukrll, pozici, kde jsou cukry pfipojeny a na mnozZstvi alifatickych ¢i
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aromatickych kyselin pfipojenych k cukriim v molekule. Tyto variace ovliviiuji schopnost
antioxidace. Nejrozsifenéjsi v pfirodé vyskytujici se forma je 3-O-glykosidova nebo 3,5-
di-O-glykosidova forma (Smeriglio et al.,2016; Kong et al., 2008, Castafieda-Ovando et
al., 2009).

Name R1 R2
Delphinidin OH OH
Petunidin OCH; H
Cyanidin OH H

Pelargonidin H H
Peonidin OCH; H
Malvidin OCH; OCH

Obradzek 5 Porovndni chemické struktury anthokyanidinii

Zdroj: Wang, Stoner, 2008 (prevzato)

4.2 Farmakokinetika

Ve vodé vysoce rozpustné anthokyany jsou charakterizovdny malou absorpci
pasivni difazi v porovnani s anthokyanidiny, které jsou vice hydrofobni a u kterych je
mozZna pasivni difuze pres epitel mukdzy. Z tohoto dlvodu anthokyany pro absorpci
potfebuji specificky transportni mechanismus, ktery by transportoval glykosidy pres
stfevni sténu nebo musi byt hydrolyzovany na jejich aglykon v tenkém strevé
specifickymi enzymy (Manach et al., 2005; Kay, 2006). Je znamo, Ze anthokyany jsou
hydrolyzovany intestindlni mikroflérou a spontanné degradovany na monomerni
fenolické kyseliny a aldehydy. Tyto metabolity mohou pfispivat k biodostupnosti
anthokyan( a mohou byt zodpovédné za jejich ucinky na lidsky organismus (Smeriglio et

al,, 2016).
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4.3 Biologické ucinky anthokyanii

Mnoho in vitro a in vivo studii navrhuje, Ze anthokyany mohou pozitivné
ovliviiovat lidské zdravi v 1é¢bé chronickych nemoci. Byla zaznamenana korelace mezi
pfisunem anthokyan( v potravé a antidiabetickym a antiobezitnim Gcinkem. Tyto latky
kardioprotektiva a mohou tedy hrat roli v prevenci a zabranéni vyvoje rakoviny, diabetu

mellitu a artritidy (Wang a Stoner, 2008).

4.3.1 Antioxidacni aktivita

Fenolickd struktura anthokyan( je zodpovédna za jejich pfimou antioxidacni
aktivitu, resp. schopnost neutralizovat ROIs; jako superoxid, singletovy kyslik, peroxid,
peroxid vodiku a hydroxylovy radikal. Anthokyany vykazuji antitoxicky a
antikarcinogenni Ucinek snizenim tvorby ROIs enzymy (xantinoxidasa, NADPH oxidasa,
lipoxygenasa), pfimou neutralizaci ROIs, stimulaci exprese detoxifikacnich enzymd,
snizenim tvorby oxidativnich adukt( s DNA, inhibici mutageneze vyvolané ptirodnimi
toxiny a karcinogeny a snizenim bunécéné proliferace modulaci transdukénich signalnich
drah. Ackoliv vétSina protektivnich ucinki anthokyan( je spojovana s ubytkem ROls,
anthokyany funguji také jako cheldtory kovl (méd, Zelezo) (viz kapitola Interakce
s kovy). Antioxidacni aktivita anthokyan( je zavislad na pfitomnosti hydroxylové skupiny
v pozici 3 na C kruhu a dvou hydroxy skupin v ortho poloze na B kruhu, i kdyz sousedni
hydroxylové skupiny v pozici 5 a 7 v kruhu A mohou nahradit v antioxidacni aktivité
hydroxylové skupiny na kruhu B. Hydroxylové skupina v polohach 3‘ a 4 kruhu B
predstavuji idedlni usporadani, jelikoz jejich interakce s ROIs vede ke vzniku stabilniho
radikalu. Methylace 4 hydroxy skupiny je spojena se sniZzenou aktivitou, ale methylace
jinych pozic kruhu B nemusi mit na aktivitu Zzadny dopad. Obecné antioxidacni aktivita je
vy$si u anthokyanidin( (aglykony) nez u anthokyan( (glykosidy) a plati, Ze antioxidacni
aktivita se sniZuje s mnoZstvim navazanych cukrl. Anthokyanidiny a anthokyany
prokazaly vyssi antioxidac¢ni aktivitu nez vitamin C a E (Mladénka et al., 2010; Wang,

Stoner, 2008, Castafieda-Ovando et al., 2009).
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4.3.2 Interakce s kovy

Dalsi antioxidacni mechanismus anthokyanl miize vychdazet z jejich interakce
s kovy, hlavné se Zelezem a/nebo médi. Interakce anthokyanl s o-dihydroxylovymi
skupinami na kruhu B s kovem vede ke vzniku cheldtu (anthokyan-kov, Obr. 6), kdy se
kov navaze na strukturu anthokyanu nebo dojde k redukci kovu. Anthokyany chelatuji
Zelezo prosttednictvim kyslikovych atoma. Anthokyan redukujici Zelezité ionty musi mit
alespon 2 hydroxylové skupiny v ortho pozici kruhu B (Mladénka et al., 2010; Castafieda-
Ovando et al., 2009).
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Obradzek 6 Obecny vznik Zelezo-polyfenol osmisténného komplexu

Zdroj: Perron a Brumaghim, 2009 (prevzato)

4.3.3 Poruchy oci

Benefity anthokyan( na zrak byly popsany jako jedny z prvnich zdravotnich
se jako bezpecné, a tedy slibné v |écbé glaukomu a jinych zrakovych poruch (Smeriglio

etal., 2016).

4.3.4 Metabolické poruchy

Ovoce a zelenina jsou zdroji mnoha molekul antioxidantl, které mohou snizit
riziko metabolickych poruch, jako jsou obezita a diabetes mellitus 2.typu tim, Ze reguluji
hladinu glukdzy v krvi nebo indukuji produkci inzulinu B-bufkami pankreatu. Molekuly
anthokyan( interaguji s adiponektinem, jednim z nejdulezitéjsich adipocytokinin(, ktery
snizuje syntézu lipid( v jatrech a zvySuje insulinovou citlivost v adipocytech, ¢imz snizuje

mnozstvi télesného tuku (Smeriglio et al., 2016).

32



4.3.5 Antimikrobni aktivita

Anthokyany mohou zpUsobit strukturalni posSkozeni bunék bakterii, ¢imz poskodi
integritu bunécné stény a destabilizaci cytoplazmatické membrany a vnitfniho matrix
vedouciho ke kondenzaci bunééného materidlu. Anthokyany mohou také inhibovat
extracelularni mikrobidlni enzymy tim, Ze ovliviiuji mikrobialni metabolismus, ktery vede

ke sniZeni dostupnosti substratd pozadovanych pro rist mikrobt (Smeriglio et al., 2016).

4.3.6 Neurodegenerace

Anthokyany mohou mit priznivy efekt na pokles kognitivni a s vékem spojené
neurodegenerace zvySenim uvoliovani dopaminu v mozku. Mohou pfiznivé ovliviiovat

pamét plsobenim na hippocampus a stimulaci neurogeneze (Smeriglio et al., 2016).

4.3.7 Protizanétlivé ucinky

Cyanidin prokazal inhibi¢ni efekt na cyklooxygenazu 1 (COX-1) a cyklooxygenazu

2 (COX-2) (Smeriglio et al., 2016).

4.3.8 Antikarcinogenni aktivita

Antikarcinogenni vlastnosti byly testovany wvyhradné in vitro, kdy bylo
zaznamendno zpomaleni bunécného cyklu, navozeni apoptdzy, zabranéni angiogeneze
a inhibice DNA. Anthokyanidiny byly popsany jako vice potentni oproti
neanthokyanovym flavonoidlim. Anthokyanidiny byly zhodnoceny jako lepsi inhibitory
bunécné proliferace nez anthokyany. Zdd se, Ze i metabolity anthokyanl maiji
protikarcinogenni vlastnosti, paradoxné z diivodu prooxidacni aktivity (Smeriglio et al.,

2016).

4.4 Bez Cerny

Bez cerny, (Sambucus nigra L.), je opadavy kef rozSifeny témér na kazdém
kontinenté svéta. Krémoveé Zluté kvéty a zarivé fialovo-Cerné bezinky byly po staleti
uzivany v lidovém lécitelstvi na |é¢bu zacpy, ke zvyseni diurézy, jako expektorans, k 1é¢bé
infekci hornich dychacich cest a neuropatickych bolesti (napf. nervové zanéty

trojklaného nebo sedaciho nervu). Pro IéCbu téchto potizi pacienti nékolikrat denné
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popijeli bezinkovy dZus nebo bezinkovy ¢aj. Odvary se daji pfipravit ze susenych bezinek
stojicich 10 minut ve studené vodé, poté se smés postupné zahfiva, kratce povafi a
nechd se 10 minut odstat a zfiltrovat nebo povarenim susenych kvéta. Kvéty a plody se
vyuZivaji v mediciné. Listy byly pouZivany do koupeli a klra se pouZivala jako
diuretikum, laxativum ¢i emetikum. Kira, listy, semena a nepovarené nebo nezralé
plody obsahuji kyanogenni glykosid sambunigrin, ktery je velmi toxicky, nebot se
rozkladd na chemicky reaktivni kyanovodik (HCN). Mnozstvi sambunigrinu klesa pfi
dozrdvani a zralé plody jiz sambunigrin neobsahuji. Sambunigrin je mozné rozlozit
enzymaticky nebo ve slabé kyselém pH, ¢imZ tepelna Uprava bezu ¢erného neplsobi
zadné potize. Oproti tomu nejvice bioaktivni slozky, jako jsou anthokyany, jsou relativné
nestalé a rozkladaji se pti zahtivani. Tepelné zpracované potraviny jsou tedy povazovany
za méné zdravi prospésné nez korespondujici Cerstvé analogy. Fialovo-Cerna barva plodu
je zplsobena pritomnymi anthokyany. Bez ¢erny obsahuje flavonoidy, které maji rizné
biochemické a farmakologické vlastnosti u kterych byl zjistén pfinos v 1écbé chfipky,
sinusitidy a bronchitidy. Nicméné nejsou k dispozici dobfe provedené klinické studie na
lidech, které by tyto benefity potvrdily. V Iékopise je uvedena droga Sambuci nigrae flos
a plody-bezinky jako Sambuci fructus. Bez Cerny se pouziva také jako prirodni barvivo v
pramyslu k zabarveni vina, Zelé a marmeldd (Senica et al., 2016; Silva et al., 2017;

Ulbricht et al., 2014; Doddkova et al., 2008; Vlachojannis et al., 2010).

4.4.1 Obsahové latky

Obsah latek v bezu ¢erném zavisi na mnoha faktorech: varieté, stupni zralosti a
také na environmentalnich a klimatickych podminkach. Bez ¢erny je povazovan za dobry
zdroj proteinu a aminokyselin. Aminokyseliny mohou byt volné nebo v konjugované
formé. Ze Sestnacti v plodech nalezenych aminokyselin je 7 exogenni povahy (télo je
neni schopno syntetizovat, takze musi byt pfijimany potravou) a relativné exogenni
povahy (télo je schopno je syntetizovat z ostatnich aminokyselin). V plodech a listech je
9 aminokyselin. Lipidy jsou hlavné v semenech, kde podil oleje byl stanoven na 22,4 %.
Pfitomny jsou také mastné kyseliny jako je kyselina linolenovd, olejova a linolova. Obsah
sacharidl v plodech je 18,4 %, z cehoz 7,4 % je vlaknina (pektin, pektinova kyselina,
hemicelulosa). Ddle obsahuje cukry (nejcastéji ve formé glukosy a fruktosy), vitaminy
(vitaminy skupiny B, A, tokoferoly, vitamin C), mineraly (K, Ca, Fe, Mg, P, Na, Zn, Cu, Mn,
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Se, Cr, Ni, Cd), organické kyseliny (hlavné kyselina citronova), kyanogenni glykosidy
(hlavni zastupce je sambunigrin) a tfisloviny. Bez ¢erny obsahuje latky s vysokou
biologickou aktivitou; primarné polyfenoly jako flavonoly (kvercetin, kempferol,
isorhamnetin, rutin), fenolické kyseliny (derivaty kyseliny kavové, kyselina chlorogenova
a ferulova), proanthokyanidiny a jiz zminéné anthokyany. Anthokyany bezu ¢erného jsou
derivaty odvozené od aglykonu cyanidinu, ostatni athokyany jsou pouze ve stopovém
mnozstvi. Pfitomné jsou hlavné: cyanidin 3-glukosid (C3G), cyanidin 3-sambubiosid
(C3S), cyanidin 3-sambubiosid-5-glukosid (C3S5G), cyanidin 3,5-diglukosid (C3,5-DIG),
cyanidin 3-rutinosid (C3R), pelargonidin 3-glukosid (P3G), pelargonidin 3-sambubiosid
(P3S) a delfinidin 3-rutinosid (D3R). Pfitomnost jednotlivych anthokyan(i se muze lisit.
Dominantnim anthokyanem bezu ¢erného je cyanidin 3-glukosid, ale jeho pfitomnost
zavisi na varieté (Senica et al., 2016; Sidor a Gramza-Michatowska, 2014; Doddkovad et

al., 2008).

4.4.2 Biologické ucinky

Konzumace plodd ma pfiznivy vliv na antioxidacni aktivitu (zvysuji aktivitu
antioxidacnich enzym( v krevni plasmé) a schopnost vazat volné radikaly. Flavonoid
rutin ma priznivy efekt na sténu zil a vlasecnic, kdy zvysuje jejich odolnost vici lamavosti.
Na pokusech s experimentdlnimi zvifaty byl zjiStén pozitivni vliv na hladinu lipid{
v plasmé a snizeni rizika obezity (hlavné cyanidin 3-glukosid). Zkouma se také vliv Gc¢inku
anthokyan( na diabetes mellitus. Anthokyany maji také antivirovou (chtipka A, B, herpes
viry), antibakteridlni, antifungdlni, antialergickou a protizanétlivou aktivitu. Ve formé
emulzi byl zaznamenan priznivy efekt jako protekce pfed UV zafenim (Doddkovd et al.,

2008; Spilkovd, 2015; Sidor a Gramza-Michatowska, 2014).
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5. EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Materidl, chemikdlie a pristroje

5.1.1 Material
e Mikrotitracni desticky (BRAND GMBH + CO KG, Némecko)
e Automatické pipety o rlzném objemu (BRAND GMBH + CO KG, Némecko)
e Vicekanalové pipety o rizném objemu (Biohit)

e Zkumavky-15ml s uzavérem (Biofil), Eppendorf zkumavky 1,5ml

5.1.2 Chemikalie

Pouzité chemikalie kromé vyjimek zminénych v zavorce byly ziskany od vyrobce

Sigma-Aldrich (Darmstadt, Némecko)
e Chlorid Zelezity hexahydrat FeCls.6H,0
e Siran Zeleznaty heptahydrat FeS0Q4.7H20
e DMSO (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, Ceska republika)
e Hydroxylamin chlorid (HA; NH2OH.HCI)

e Ferrozine - /sodnd sal 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-

diyl)bisbenzensulfonové kyseliny/

e 96 % ethanol (Penta, Chrudim, Ceska Republika)

e QOctan sodny (CH3COO'Na*)

e Kyselina octova (CH3;COOH)

e 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonovd kyselina (HEPES)

e sodnd sdl HEPES

e Destilovana voda byla ptipravena za pomoci Milli-Q RG (Merck Millipore, USA).
Méreni byla provedena v 15 mM pufrech, kdy acetatové pufry byly pouZity pro

pH 4.5 a 5.5, zatimco HEPES pufry pro pH 6.8 2 7.5.
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5.1.3 Testované extrakty

Vsechny extrakty byly pfipraveny na Katedre farmakognozie. Ve stru¢nosti: Plody
rGznych variet bezu ¢erného byly ziskany, pokud neni uvedeno jinak, z genebanky

Vyzkumného a Slechtitelského Ustavu ovocnarského Holovousy s.r.o., coz zahrnovalo:
e 3 variety z Danska (‘Korsgr’, ‘Samdal’, ‘Samyl‘)
e 2 variety z Némecka (‘Riese aus Voploch, ‘Weihenstephan)
e 3 variety z Rakouska (‘Haschberg’, ‘Heidegg 13°, ‘Pregarten’)
e 1 varieta ze Slovenska (Dana)
e Varieta Aurea pochazi z Ovocné a okrasné skolky Litomysl

Plody byly ruéné sklizeny v zati roku 2013, kdy doslo ihned ke zmrazeni a byly
skladovany v polyethylenovych saécich v mrazicim boxu o teploté -18 °C. Anthokyany
byly extrahovany z plodd 0,5 % kyselinou fosforec¢nou, extrakt byl sorbovan na kolonu
pryskyfice, balasty byly vymyty vodou a anthokyany byly ziskdny promytim 95 %
ethanolem. Stanoveni celkového obsahu anthokyan( v extraktech (Tabulka 1) bylo
dosazeno spektrofotometrickou metodou mérenim absorbance v rizném pH prostredi,
kdy se porovnavala plocha pod kfivkou extraktl s plochou pod kfivkou standardu
(cyanidin 3-glukosid), ktera byla stanovena za stejnych podminek (Giusti a Wrolstad,
2001; Poldskovd et al., 2015). Toto stanoveni obsahu bylo poté vyuzito k fedéni extraktt
vsamotném experimentu Zelezo-chelatacnich vlastnosti. Obsah jednotlivych
anthokyand a anthokyanidini byl také ovéren vyuZitim vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC), kdy byly v extraktech identifikovany tyto latky: delphinidin,

cyanidin, pelargonidin, malvidin, peonidin, cyanidin 3-glukosid a cyanidin 3,5-diglukosid.
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Tabulka 1 Koncentrace anthokyant (vyjadfend jako cyanidin 3-glukosid) v extraktu.
Data jsou zobrazena jako primér + SD.

Plody bezu-varieta | Cextrakeu (Mg/ml)

‘Aurea’ 0.52+0.00
‘Dana’ 0.87+0.09
‘Haschberg’ 0.67£0.03
‘Heidegg 13° 1.39+0.03
‘Korser’ 1.09+0.10
‘Pregarten’ 0.69£0.03
‘Riese aus Voploch’ 1.61+£0.03
‘Samdal’ 2.02 £ 0.05
‘Samyl’ 2.12+0.12

‘Weihenstephan’ 1.35+0.04

5.1.4 Pouzivané pristroje

Analytické vahy KERN ABT120- 5DM (KERN & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

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

Staufen, Némecko)

e Trepacka pro mikrotitracni desticky IKA MS 3 digital (IKA®- Werke GmbH & Co.

KG, Staufen, Némecko)

e Spektrofotometr pro mikrotitraéni desti¢ky Synergy™ 2 Multi-Mode Microplate

Reader (BioTec Instruments, Inc., USA)
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5.2 Metody

5.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Ferrozin (sodna sal 4,4'-(3-(2-pyridinyl)-1,2,4-triazin-5,6-
diyl)bisbenzensulfonové kyseliny, Mw=492,5 g/mol)) — 5 mM v destilované

vodeé)

e FeS04.7H20 (Mw=278,02 g/mol) —5mM v destilované vodé — zdsobni roztok Fe?*,

na pracovni roztok (250uM) naredéno opét destilovanou vodou

e FeCl3.6H,0 (Mw=270,3 g/mol) - 5mM v destilované vodé — zasobni roztok Fe3*,
na pracovni roztok (250uM) naredén vzdy Cerstvy destilovanou vodou tésné pred

pipetovanim do desticky
e HA (Mw=69,49 g/mol) — 10 mM v destilované vodé

e Roztoky testovanych latek — ethanolické extrakty rGznych variet bezu ¢erného
byly zfedény 96 % ethanolem na koncentrace (0,1; 0,05; 0,01; 0,005 a 0,001

mg/ml)

5.2.2 Zkouska pro Fe?* ionty

Dle standardniho operac¢niho postupu byla provedena kontrola pro Zeleznaté
ionty. Do 2 jamek mikrotitracni desticky se napipetovalo 100 pl DMSO, 50 ul
pripraveného zasobniho roztoku Zeleznatych iontd (250 uM) a 50 pl zasobniho roztoku
ferrozinu (5 mM). Absorbance byla mérena ihned pti vinové délce 562 nm. Pokud se
hodnoty absorbance pohybovaly v rozmezi 1.0 + 0.05; roztok vyhovoval a byl pouzit

k dalsSimu méreni.

5.2.3 Zkouska pro Fe3* ionty

Dle standardniho operacniho postupu byla provedena kontrola pro Zelezité
ionty. Do 2 jamek mikrotitracni desticky se napipetovalo 100 pl DMSO, 50 ul
pfipraveného zasobniho roztoku Zelezitych iontd (250 uM), 50 pl hydroxylaminu (10

mM) a pfida se 50 ul zdsobniho roztoku ferrozinu (5 mM). Absorbance byla mérena
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ihned pfi vinové délce 562 nm. Pokud se hodnoty absorbance pohybovaly v rozmezi 1.0

1 0.1; roztok vyhovoval a byl pouzit k dalSimu méreni.

5.2.4 Kalibrace Fe?* iontt

Pred zahajenim kalibrace byly ze zasobniho roztoku FeS04.7H,0 (5 mM)
pfipraveny vodné roztoky Zeleznatych soli o koncentracich 75, 150, 250, 500 a 750 uM.

Vlastni experiment (viz Tabulka 2): Do vSech uréenych jamek mikrotitraéni
desticky bylo napipetovdno 150 pl destilované vody. Poté byla ptiddna Zzadana
koncentrace Zeleznatych iontd v objemu 50 pl (pro c=0 bylo pridano 50 ul destilované
vody). V dalsim kroku se pfidalo 50 ul ferrozinového roztoku do poloviny jamek (x),
zatimco do druhé poloviny jamek bylo pfidano 50 pl destilované vody (). Absorbance

byla zméfena pfi vinové délce 562 nm.

Z namérenych hodnot byla poté sestrojena kalibracni kfivka (viz kapitola

Vysledky — kalibraéni kfivka).

Tabulka 2 Schéma rozloZeni na mikrotitraéni desti¢ce pFi méFeni kalibraéni kfivky Fe**

ionti
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5.2.5 Absorpcni spektra

Nejdfive byla proméfrena absorpcni spektra extraktl v rozsahu vinovych délek
300-800 nm. Do 2 jamek mikrotitracni desticky bylo napipetovano 150 pl pufru o

pozadovaném pH (4.5, 5.5, 6.8). Poté bylo pridano 50 pul roztoku jednotlivych extraktl o
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koncentraci 0,1 mg/ml. Dale bylo pfidano do jedné jamky 50 pl roztoku Zeleznaté soli o
koncentraci 250 pl, zatimco do druhé jamky byla ptridana voda jako slepy vzorek. Postup
pfi méreni absorpcniho spektra pfi pH 7.5 byl stejny jako predchozi, ale navic se provedlo
dalsi méreni, kdy se pred pridanim roztoku Zeleznaté soli ¢i vody pfidalo 50 ul HA o
koncentraci 10 mM, aby se zabrdnilo oxidaci Zeleznatych iontd. Poslednim krokem bylo

méreni spektra ve spektrofotometru.

5.2.6 Chelatace Fe?*iontti (Tabulka 3)

Extrakty byly smichdny s Zeleznatymi ionty v rlznych pomérech za rlznych

podminek (pH 4.5, 5.5, 6.8, 7.5).

Postup v prostiedi o pH 4.5, 5.5, 6.8 (verze A) nebo v prostfedi o pH 7.5 (verze B):
Na mikrotitracni desti¢ku bylo do vSech uréenych jamek napipetovano 150 ul pufru o pH
4.5,5.5, 6.8 (verze A) nebo o pH 7.5 (verze B). Do testovanych jamek bylo pfidano 50 ul
extraktu o Zadané koncentraci. Do kontrolnich jamek bylo pfidano stejné mnozstvi
rozpoustédla (ethanolu), koncentrace extraktu je zde tedy nulovd. Ve verzi B bylo
pfidano do vsech uréenych jamek 50 pl HA (10 mM). Poté bylo do viech uréenych jamek
pfidano 50 pl roztoku Zeleznaté soli o koncentraci 250 uM. Desticka byla pfikryta a
vloZzena do tfepacky po dobu 2 minut. Po protfepdni bylo d(lezité zkontrolovat mozné
vzniklé bubliny. Pokud vznikly, bylo nutné je pipetou odstranit. V dalsi fazi bylo pridano
do jedné poloviny jamek 50 pl ferrozinového roztoku o koncentraci 5mM a do druhé
poloviny jamek 50 ul destilované vody (slepé vzorky). Absorbance byla ihned zmérena
pfi vinové délce 562 nm. Po 5 minutdch se méreni absorbance opakovalo pfi vinové

délce 562 nm.
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Tabulka 3 Schéma rozloZeni na mikrotitraéni destiéce pfi méfeni chelatace Fe?* ionti.
Zelend barva znaci testovaci jamky s cheldtorem, modrd barva kontrolni jamky
s rozpoustédlem, F jamku s ferrozinem a \ jamku s destilovanou vodou.

Kontrola
Koncentrace | 0,1 0,05 0,01 0,005 0,001

chelatoru mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml mg/ml

ethanol

Ferrozine —
testované

vzorky

Voda - slepé

vzorky

5.2.7 Chelatace celkového zeleza pfi pH 4.5

Extrakty byly smichany s Zelezitymi ionty v riznych pomérech v prostiedi o pH

4.5. K redukci Zelezitych iontl na Zeleznaté se pouzil roztok HA.

5.2.7.1 Postup

Na mikrotitra¢ni desti¢ku bylo do vSech uréenych jamek napipetovano 150 pl
pufru o pH 4.5. Do testovanych jamek bylo pfidano 50 ul extraktu o Zzadané koncentraci.
Do kontrolnich jamek bylo pfidano stejné mnozstvi rozpoustédla. Poté byl pfipraven ze
zakladniho roztoku cerstvy 250 uM roztok Zelezité soli, ktery byl pfidan v objemu 50 ul
do vSech uréenych jamek. Desticka byla pfikryta a viozena do tfepacky po dobu 2 minut.
Dale bylo do vSech jamek pfiddano 50 ul HA a desti¢ka byla vloZzena do tfepacky na 1
minutu. V dalsi fazi bylo pfiddano do jedné poloviny jamek 50 pl ferrozinového roztoku o
koncentraci 5 mM a do druhé poloviny jamek 50 pl destilované vody (slepé vzorky).
Absorbance byla ihned zméfena pfi vinové délce 562 nm. Po 5 minutdch se méreni

absorbance opakovalo pfi vinové délce 562 nm.
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5.2.8 Vypocet chelatacni aktivity
Chelatacni aktivita byla vypocitana z namérenych hodnot absorbanci.

Procento chelatovaného Zeleza (%) se vypocitalo jako 100 % - podil rozdilu
absorbanci vzorkd s extraktem (AA) a prlméru absorbanci pfi nulové koncentraci

chelatoru (Ao, chelatace je zde 0 %) (Rovnice 1).

Rozdil absorbanci (AA) se ziskal, kdyZ se od absorbance smési s ferrozinem (Af)
odecetl primér absorbanci slepého vzorku (Avi, Av2), kde byla misto ferrozinu pfidana

voda. (Rovnice 2). Analogicky postup byl pouZit pro Ao
(1) % = (1- (AA/D0))*100

(2) DA = Af-% (Avi+Av2)

5.2.9 Statisticka analyza

Vypocty byly provedeny v programu MS EXCEL. Grafy zobrazujici chelatacni uc¢innost
jednotlivych extraktl v riznych pH prostfedich byly vytvoreny za pouziti programu
GraphPad Prism verze 6 pro Windows (GraphPad Software, USA). Pro porovnani
chelatacni ucinnosti jednotlivych extraktd byla nejdrive zjisténa matematicka zavislost
mezi mnozstvim chelatovaného kovu a cyanidinu v extraktu metodou linearni regrese a
pro porovnani pak vyuzit test ANOVA s Tukey mnohondsobnym porovndvacim testem.

Vysledky jsou uvedeny jako priimér + smérodatnd odchylka.
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6. VYSLEDKY

6.1 Kalibracni krivka Zeleznatych ionti

Z namérenych hodnot byla sestrojena kalibracni kfivka Zeleznatych ionta (Obr.
7), ze které je patrna velmi dobra lineadrni zavislost (R? = 0,9989) mezi koncentraci

Zeleznatych iontl c(Fe?*) a absorbanci pfi vinové délce 562 nm (A).
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Obrazek 7 Kalibracni kfivka Zeleznatych ionti

6.2 Absorpcni spektra testovanych extrakti

Vzhledem k pldnovanému typu stanoveni chelatacnich schopnosti danych latek,
bylo nejdfive nutné promérit spektra extraktl, aby bylo zamezeno interferenci se
spektrofotometrickym stanovenim. Ve vsSech pfipadech byla findlni koncentrace
testovanych extraktl 0.02 mg/ml a iontl Zeleza 50 uM. Pro porovnani je vidy zobrazeno
i spektrum extraktu bez pridavku pufru. Pfi pH 7.5 bylo porovnani spekter iv pritomnosti
nebo absenci HA (ve findlni koncentraci 50 ul). Nasledujici obrazky (Obr. 8-27) ukazuji

vidy porovnani spektra extraktu bez a s Zeleznatymi ionty.

Experimenty ukazaly, Ze pti pH 4.5 a 5.5 se komplex témér netvori (Obr. 8A,B; 10
A,B;12A,B; 14 A,B; 16 A,B; 18 A,B; 20 A,B; 22 A,B; 24 A,B, 26 A,B). Je znamo, Ze chelatace,
na které se podili katecholicky kruh B, je vyrazna hlavné v neutralnim prostredi pH 6.8 a

7.5 (Mladénka et al., 2010).
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V souladu s timto predpokladem miiZzeme i v nasich vysledcich pozorovat posun
absorpéniho maxima extraktu z dlivodu tvorby komplexu s Zeleznatymi ionty (Obr. 8C,
9A, 10C, 11A,12C, 13A, 14C, 15A, 16C, 17A, 18C, 19A, 20C, 21A, 22C, 23A, 24C, 25A, 26C,
27A). Pfidavek HA v pH 7.5 ¢astecné snizil tvorbu komplexu (Obr. 9B, 11B, 13B, 15B, 178,
19B, 21B, 23B, 25B, 27B).
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6.2.1 Absorpcni spektra ‘Aurea’
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Obrazek 8 Absorpcni spektra extraktu ‘Aurea’v prostredi o pH 4.5 (A), 5.5 (B) a 6.8 (C)

46



0,5
0,45

@ Aurea (bez pufru)

Vinova délka /nm/

0.4 W Aurea + Fe(2+) v
0 23 pufru
g 03 AA +H20
ek
a 0.2 P
<
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 T T T T 1
300 400 500 600 700 800
Vinova délka /nm/
0,5 # Aurea (bez pufru)
0,45
0,4 M Aurea + HA + Fe(2+) v
0030 pufru
g 03 A Aurea + HA + H20 v
=
5 0,25 pufru
a 0,2 A
<
0,15 -
0,1 -
0,05 -
U T T T T 1
300 400 500 600 700 800
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6.2.2 Absorpcni spektra ‘Dana’
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Obradzek 10 Absorpcni spektra extraktu ‘Dana‘v prostiedi o pH 4.5 (A), 5.5 (B) a 6.8 (C)
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Obrazek 11 Absorpcni spektra extraktu ‘Dana‘v prostredi o pH 7.5 bez HA (A) a s HA
(B)
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6.2.3 Absorpcni spektra ‘Haschberg’
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Obrazek 12 Absorpcni spektra extraktu ‘Haschberg’ v prostredi o pH 4.5 (A), 5.5 (B) a
6.8(C)

50



0,5

@ Haschberg
(bez pufru)

0,45
04 M Haschb
+
003> F:{S;_} : rgufru
2 03 P
-.50,25 A Haschberg +
2 0,2 H20 v pufru
0,15
0,1
0,05
0 T T T T 1
300 400 500 600 700 800
Vinova délka /nm/
B @ Haschberg
0,5 (bez pufru)
0,45
0.4 W Haschberg +
VRS HA + Fe(2+)
§ 0,3 v pufru
£025 A Haschberg +
2 02 HA +H20v

o

~

O %=
= >

0,05

pufru

400 500 600
VInovd délka /nm/

700 800

Obrazek 13 Absorpcni spektra extraktu ‘Haschberg’v prostredi o pH 7.5 bez HA (A) a s
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6.2.4

Absorpcni spektra ‘Heidegg 131
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Obrazek 14 Absorpcni spektra extraktu ‘Heidegg 13 v prostredi o pH 4.5 (A), 5.5 (B) a
6.8(C)
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Obrazek 15 Absorpcni spektra extraktu ‘Heidegg 13‘ v prostredi o pH 7.5 bez HA (A) a
s HA (B)

53



6.2.5 Absorpcni spektra ‘Korsgr’
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Obrdzek 16 Absorpcni spektra extraktu ‘Korsgr’ v prostiedi o pH 4.5 (A), 5.5 (B) a 6.8

()
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Obrazek 17 Absorpcni spektra extraktu ‘Korsgr’ v prostredi o pH 7.5 bez HA (A) a s HA
(B)
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6.2.6 Absorpcni spektra ‘Pregarten’
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Obrazek 18 Absorpcni spektra extraktu ‘Pregarten’ v prostredi o pH 4.5 (A), 5.5 (B) a
6.8(C)
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Obrazek 19 Absorpcni spektra extraktu ‘Pregarten’ v prostredi o pH 7.5 bez HA (A) a s
HA (B)
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6.2.7 Absorpcni spektra ‘Riese aus VoBloch’
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Obrdzek 20 Absorpcni spektra extraktu ‘Riese aus VoBloch’v prostredi o pH 4.5 (A), 5.5
(B) a 6.8 (C)
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Obrdzek 21 Absorpcni spektra extraktu ‘Riese aus VoBloch’ v prostredi o pH 7.5 bez HA
(A) a s HA (B)
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6.2.8 Absorpcni spektra ‘Samdal’
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Obrazek 22 Absorpcni spektra extraktu ‘Samdal’ v prostredi o pH 4.5 (A), 5.5 (B) a 6.8
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Obrdzek 23 Absorpcni spektra extraktu ‘Samdal’v prostiedi o pH 7.5 bez HA (A) a s HA
(B)
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6.2.9 Absorpcni spektra ‘Samyl’
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Obrazek 24 Absorpcni spektra extraktu ‘Samyl’ v prostiedi o pH 4.5 (A), 5.5 (B) a 6.8
(€
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Obrdzek 25 Absorpcni spektra extraktu ‘Samyl‘v prostiedi o pH 7.5 bez HA (A) a s HA
(B)
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6.2.10 Absorpcni spektra ‘Weihenstephan’
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Obrazek 26 Absorpcni spektra extraktu ‘Weihenstephan’ v prostiedi o pH 4.5 (A), 5.5
(B) a 6.8 (C)
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Obrdzek 27 Absorpcni spektra extraktu ‘Weihenstephan’ v prostiedi o pH 7.5 bez HA
(A) a s HA (B)
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6.3 Kvantitavni analyza Zelezo-chelatacni ucinnosti extraktui
bezu cerného

Zelezo-chelataéni U€innost byla testovana in vitro v prostiedi o rdizném pH a v

raznych koncentracnich pomérech extrakt bezu ¢erného s kationty Zeleza.

Z namérenych hodnot byly sestrojeny grafy Zelezo-chelatacni uc¢innosti extrakt(
pro Zeleznaté kationty v prostfedi o pH 4.5, 5.5, 6.8 a 7.5 (Obr. 28 — 31) a pro celkové
Zelezo pouze v pH 4.5 v dusledku limitace metody (Obr. 32 — 35).

Porovnani chelatace Zeleznatych iont( je zobrazeno na Obr. 36 a 37A. Pro
snadné porovnani byla stanovena uUc¢innost chelatace 1 pyg extraktu a vzhledem k vysoké
ucinnosti pfi pH 7.5 bylo toto stanoveni také provedeno u 0,1 ug. Porovnani chelatace
celkového Zeleza je zobrazeno na Obr. 37B. Statistické porovnani ucinnosti jednotlivych

extraktl je zobrazeno v Tabulce 4.
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Tabulka 4 Porovndvdni testovanych extrakti statistickou analyzou

Tukey test mnohonasobného
porovnavani

Aurea vs.
Aurea vs.
Aurea vs.
Aurea vs.
Aurea vs.
Aurea vs.
Aurea vs.
Aurea vs.

Dana
Haschberg
Heidegg 13
Korsor
Pregarten
Riese a.V.
Samdal
Samyl

Aurea vs. Weihenstephan
Dana vs. Haschberg

Dana vs.
Dana vs.
Dana vs.
Dana vs.
Dana vs.
Dana vs.

Heidegg 13
Korsor
Pregarten
Riese a.V.
Samdal
Samyl

Dana vs. Weihenstephan

Haschberg vs.
Haschberg vs.
Haschberg vs.
Haschberg vs.
Haschberg vs.
Haschberg vs.
Haschberg vs.
Heidegg 13 vs.
Heidegg 13 vs.
Heidegg 13 vs.
Heidegg 13 vs.
Heidegg 13 vs.
Heidegg 13 vs.

Heidegg 13
Korsor
Pregarten
Riese a.V.
Samdal

Samyl
Weihenstephan
Korsor
Pregarten
Riese a.V.
Samdal

Samyl
Weihenstephan

Korsor vs. Pregarten
Korsor vs. Riese a.V.
Korsor vs. Samdal

Korsor vs. Samyl

Korsor vs. Weihenstephan

Pregarten vs
Pregarten vs
Pregarten vs
Pregarten vs
Riese a.V. vs
Riese a.V. vs
Riese a.V. vs

. Riese a.V.

. Samdal

. Samyl

. Weihenstephan
. Samdal

. Samyl

. Weihenstephan

Samdal vs. Samyl
Samdal vs. Weihenstephan

Samyl vs. Weihenstephan

Porovnavana data vychazi z Obr. 36 a 37. n.s. — statisticky nevyznamné.

pH 7.5 (Fe?*,
0.1 pg)
p<0.001
p<0.001
ns

ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns

ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns

ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns

ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.05
p<0.001
p<0.05
p<0.001
ns
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pH 7.5 (Fe%,
1 pg)
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.01
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.01
ns

ns
p<0.001
p<0.001
p<0.05
ns

ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001

pH 6.8 (Fe?*,
1ug)
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns

ns

ns

ns

ns
p<0.001
p<0.01
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns

ns

ns

ns
p<0.001
p<0.001
ns

ns

ns
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.05
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.01
p<0.001
p<0.05
p<0.05

pH 5.5 (Fe?*,
1pg)
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.05
ns

ns
p<0.05
ns
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.01
p<0.001
ns

ns

ns

ns

ns
p<0.01
p<0.05
p<0.001
ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.05
ns

ns

ns

ns

ns
p<0.01

pH 4.5 Fe?*/3*,
1 pg)
p<0.001
p<0.05
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
p<0.001
ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
p<0.05
ns

ns
p<0.05
p<0.01
p<0.05
ns

ns

ns

ns

ns

ns



7. DISKUSE

Anthokyany jsou zastupci rostlinnych pigment(, které jsou Siroce rozsifené
v barevném ovoci i rostlinach. Vykazuji antioxidacni plsobeni, a proto mohou pfispivat
k prevenci kardiovaskuldarnich onemocnéni, rakoviny ¢i zdnétlivych procesu.
Jednoznacné dukazy ale zatim chybi. Plody bezu cerného, lidové znamé jako bezinky,

jsou zndmé vysokym obsahem anthokyanU (Nakajima et al., 2004).

Na rozdil od dalSich fenolickych latek se v pripadé anthokyanl nevyskytuje
dostatek informaci popisujicich jejich interakce s kovy, coz je zdlvodnitelné nizsim
zdjmem o jejich studium vzhledem k vysoké cené Cistych anthokyand, jejich nizké
biologické dostupnosti, a tedy i dosazitelnym koncentracim v plasmé (Perron a

Brumaghim, 2009; Smeriglio et al., 2016; Vlachojannis et al., 2010).

Na druhou stranu jejich interakce s kovy v travicim traktu muaze byt dllezita
vzhledem ktomu, Ze mohou ovlivnit vstfebavani zeleza ¢i médi. Nedavna studie
potvrdila predpoklad, Ze polyfenoly mohou potladit ¢i podpofit vstiebavani Zeleza
v zavislosti na jejich chemické strukture diky jeho chelataci a/nebo redukci (Hart et al.,

2015).

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo srovnani Zelezo-chelatacnich
schopnosti deseti variet bezu ¢erného v odliSnych (pato)fyziologicky relevantnich pH
podminkach (4.5,5.5, 6.8 a 7.5). Bez Cerny byl vybran pro jeho vysoky obsah anthokyan,

ktery je limitovan hlavné na jeden aglykon — cyanidin.

Anthokyany jsou polyfenolické latky strukturdiné blizké flavonoidim. | z tohoto
hlediska mohou obsahovat podobné funkéni skupiny potifebné pro chelataci kovd.
Anthokyany se ale od flavonoid( lisi vyznamnym rozdilem, coZ je absence 4-keto
skupiny. Z tohoto dlivodu, dvé mozné chelatacni skupiny flavonoid( (3-hydroxy-4-keto
nebo 5-hydroxy-4-keto) nejsou k dispozici. TudiZz v pfipadé cyanidinu jedind mozna
chelataéni poloha je dihydroxylova skupina kruhu B (Obr. 5) (Kasprzak et al., 2015;
Mladénka et al., 2016; Smeriglio et al, 2016).
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Pro zjisténi chelata¢ni G¢innosti byla vyuzita spektrofotometrickd ferrozinova
metoda. Ferrozin je specificky indikator, ktery tvofi purpurové komplexy s Zeleznatymi
ionty v absorpénim maximu vinové délky 562 nm. Tato metodika také slouzila k méreni
celkového Zeleza (Fe?*/Fe3*) v prostfedi o pH 4.5. JelikoZ je ferrozin schopny tvofit
komplexy pouze s Fe?* ionty, muselo byt k roztoku pfiddno redukéni ¢inidlo HA, ktery
zredukoval Fe3* ionty na méfitelné Fe?* ionty. U vysSich pH je redukce Zelezitych iontd
neuplna a metodiku tak nelze vyuzit pro kvantitativni stanoveni chelatace (Mladénka et
al., 2010). HA byl také poufZit u stanoveni chelatace Fe?* iontl v prostfedi o pH 7.5, kde

bez jeho pfidavku dochazi k spontanni oxidaci Fe?* iontd.

Extrakty bezu ¢erného s obsahem potencialnich cheldtor Zeleza tvofi v zavislosti
na pH komplex s Fe?* ionty a po pfidavku indikatoru ferrozinu do roztoku, kdy na sebe
ferrozin navadie nezchelatované Fe?*, se stanovi nepfimo mnoiZstvi cheldtoru, které
vytvofilo komplex s Fe?*. Dochazi zde tak ke kompetici dvou chelator(, tj. indikatoru a
testovaného cheldtoru, o Zelezo. Proto k méreni absorbance doslo ihned po pfidani
ferrozinu (¢as 0) a pét minut poté. Ferrozin v ¢ase 0 pravdépodobné reaguje s volnym
nezchelatovanym Zelezem nebo muzZe vyvazat Zelezo z jiz vzniklého, méné stabilniho
chelatu s testovanou latkou, ale neni schopen odstranit Zelezo ze stabilniho komplexu
silného cheldtoru zZeleza. BEéhem pétiminutového intervalu maze probéhnout kompetice
testované latky a ferrozinu, a tak Ize porovnanim méreni v ¢ase 0 a 5 minut odhadnout

stabilitu tvoreného komplexu (Stookey, 1970; Mladénka et al., 2010).

Chelatacni aktivita mlizZe byt hodnocena ze dvou hledisek a to, mnozstvim
zchelatovaného Zeleza (napf. v nmol) nebo pomérem testované latky k iontim Zeleza.
V nasem pfipadé byla Zelezo-chelatacni aktivita porovnana v mnoiZstvi extraktu
odpovidajictho 1 pg, resp. 0,1 ug cyanidinu v extraktu. Vzhledem k charakteru
experimentu, kdy se testoval extrakt, nebylo pouZito vyjadieni v poméru moldrnich

koncentraci.

Z vysledk(l je zfejmé, Ze se stoupajicim pH se ucinnost jednotlivych extrakt(
chelatovat Zeleznaté kationty zvySuje (Obr. 36A,B,C; 37A), cozZ je dano pravdépodobné
tim, Ze v zasaditéjsSim prostfedi dochazi jednoduseji k deprotonizaci hydroxylovych
skupin katecholického kruhu B, coZ znamend jednodus$i tvofeni komplex( s Fe?* &i Fe3*

ionty (Perron a Brumaghim, 2009).
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V prostiedi o pH 7.5 vykazovaly nejvys$si chelataéni Géinnost u Fe?* iontd extrakty
‘Haschberg’ a ‘Pregarten’ zatimco extrakt ‘Weihenstephan’ byl nejméné ucinny chelator
téchto iontl (Obr. 36A). Poradi cheldtoru se ale lisilo podle mnozstvi. V mnozstvi 0,1 ug
cyanidinu v extraktu bylo poradi extraktl nasledujici (sefazeno sestupné od
nejucinnéjsiho cheldtoru): ‘Haschberg’ > ‘Pregarten’ > ‘Dana‘ > ‘Samdal‘ > ‘Riese aus
VoBloch’ > ‘Samyl’ = ‘Heidegg 13‘ = ‘Korsgr’ = ‘Aurea’ = ‘Weihenstephan’ (Obr. 36A),
zatimco v mnozstvi 1 pg byl nejucinnéjdim chelatorem Fe?* iontl extrakt ‘Dana‘ a pofadi
bylo ndsledujici: ‘Dana‘ > ‘Haschberg’ = ‘Pregarten’ > ‘Aurea’ > ‘Riese aus Voploch’ =

‘Samdal‘ > ‘Heidegg 13 = ‘Korsgr = ‘Samyl‘ > ‘Weihenstephan’ (Obr. 36A).

V prostfedi o pH 6.8 byl v mnozstvi 1 pg cyanidinu v extraktu nejicinnéjsim
cheldtorem Fe?* jontl opét extrakt ‘Haschberg’, poté uc¢innost klesala v poradi:
‘Haschberg’ > ‘Aurea’ > ‘Pregarten’ > ‘Korsgr’ = ‘Heidegg 13‘ = ‘Riese aus Voploch’ =
‘Dana‘ = ‘Samdal’ > ‘Weihenstephan’ > ‘Samyl‘ (Obr. 36B), zatimco v mnoZstvi 0,1 ug
nebyl Zadny z extraktl schopen vyznamné chelatovat Fe?* (Obr. 28 — 31, vzhledem

k malé chelataci nebyla provedena ani statisticka analyza).

V prostfedi o pH 5.5 uginnost extrakt( chelatovat Fe?* vyrazné poklesla. Extrakt
‘Haschberg’ byl jednoznacné nejucinnéjsi. Poradi extraktl bylo nasledujici: ‘Haschberg’
> ‘Aurea’ > ‘Pregarten’ > ‘Korsgr’ > ‘Dana‘ = ‘Weihenstephan’ > ‘Heidegg 13 = ‘Riese aus

VoBloch’ = ‘Samdal’ > ‘Samyl‘ (Obr. 36C).

V prostiedi o pH 4.5 byla chelatace Fe?* iont zanedbatelna (Obr. 37A), nicméné
tfi extrakty byly aéinné v chelataci celkového Zeleza (Fe?*/Fe3*) ve stejném pH prostiedi
4.5. Opét byl nejucinnéjsim cheldtorem extrakt ‘Haschberg’ nasledovan extraktem
‘Aurea’. Chelatacéni aktivita byla také nalezena v extraktech ‘Dana’, ‘Korsgr’, ‘Heidegg 13*

a ‘Pregarten. Ostatni extrakty nebyly vyznamné ucinnymi cheldtory (Obr. 37B).

Vzhledem k tomu, Ze vSechny testované extrakty byly zfredény na stejnou koncentraci
anthokyand, nebyly ocekavany tak velké rozdily ve schopnosti chelatovat Zelezo.
Obzvlasté vyrazny rozdil byl nalezen mezi nejucinnéjSim extraktem ‘Haschberg’ a
vétSinou ostatnich extraktl. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je Gcast minoritnich
komponent v extraktech na chelataci. Toto vysvétleni je pravdépodobné i vzhledem ke
kvalitativnim rozdilim v chelatac¢ni ucinnosti extraktl u pH 7.5. Je mozné, ze nékteré
minoritni [atky vyrazné zménily pofadi zejména pri vyssi koncentraci extraktu.
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8. ZAVER

Tato diplomova prace byla zamérena na schopnost rliznych variet bezu ¢erného
chelatovat Zeleznaté a Zelezité ionty v rlizném pH prostfedi pomoci spektrofotometrie.
Pro tuto praci byly vybrany tyto variety bezu cerného: ‘Aurea’, ‘Dana’, ‘Haschberg’,
‘Heidegg 13‘, ‘Korsgr’, ‘Pregarten’, ‘Riese aus Voploch’, ‘Samdal‘, ‘Samyl’ a

‘Weihenstephan’.

Zjistili jsme, Ze vSechny extrakty bezu ¢erného jsou schopné chelatovat Zelezo,
coZz muze byt vyznamné pro absorpci Zeleza v gastrointestindlnim traktu. Na druhou
stranu byly pozorovany vyrazné rozdily v chelataéni aktivité mezi jednotlivymi extrakty

raznych variet bezu ¢erného, coz muze zpUsobit odliSny biologicky ucinek.

Nejucinnéjsim cheldtorem Zeleznatych iont( byl extrakt ‘Haschberg’, ktery byl

také nejucinnéjsi v pripadé chelatace celkového zZeleza.

Méreni chelatacni aktivity probihalo v riznych pH prostredich a z namérenych
vysledkll je patrné, Ze se chelatacni aktivita zvySovala se zvysujicim se pH, kdy pH 7.5

bylo nejoptimalnéjsi.
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9. POUZITE ZKRATKY

A
ARDS
DMSO
DMT1
GIT

HA

HFE

HH
NADPH-oxidaza
RES
ROIs
UV/VIS

Absorbance

Akutni respiracni distresovy syndrom
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Gastrointestinalni trakt

Hydroxylamin chlorid

High iron Fe gen

Dédi¢na hemochromatdza z anglického hereditary hemochromatosis
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat-oxidaza

Retikuloendotelovy systém

Reaktivni formy kysliku z anglického reactive oxygen intermediates
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