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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Autor: Lidmila Novakova

Skolitel: Ing. Vladimir Kubigek, CSc.

Nazev diplomové prace: HPLC analyza vybranych isoflavont

Diplomova prace se zabyva vyvojem metody stanoveni koncentrace vybranych
isoflavonii ve vzorcich biologického materidlu pomoci HPLC. Metoda je pouzitelna pro
glykosylované (daidzin, genistin a glycitin) 1 volné formy isoflavonti (daidzein,
genistein).

K analyze byla pouzita kolona Ascentis® Express RP 2,7 um, 10 cm x 3 mm.
Mobilni faze byla slozena z roztoku kyseliny mravenci a acetonitrilu a méteni probihalo
v rezimu gradientové eluce. Konstantni pritok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min.
Kolona byla termostatovéna na 30 °C. Bylo nastiikovano 10 pl vzorku. UV detekce byla
provadéna pii 249 nm a 260 nm.

Déle bylo analyzovéno 6 vzorku biologického materidlu obsahujicich isoflavony.
V téchto vzorcich byly uspésné stanoveny koncentrace jednotlivych isoflavonii na
zéklad¢ predem provedené kalibrace.

Kli¢ové slova: HPLC, daidzin, genistin, glycitin, analyza



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biophysics and Physical Chemistry

Author: Lidmila Novakova

Supervisor: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Title of thesis: HPLC analysis of selected isoflavones

The diploma thesis deals with the development of a method for determination of
the concentration of selected isoflavones in samples of biological material by using
HPLC. The method is applicable to both glycosylated (daidzeine, genistine and glycitine)
and free forms of isoflavones (daidzeine, genisteine).

The Ascentis® Express RP column 2,7 um, 10 cm x 3 mm was used for analysis.
The mobile phase was composed of a solution of formic acid and acetonitrile and the
measurement was performed in a gradient elution mode. The constant flow rate of the
mobile phase was set at 0.5 ml / min. The column was thermostated at 30 ° C. The sample
injection volume was 10 ul. UV detection was performed at 249 nm and 260 nm.

Six samples of biological material containing isoflavones were analyzed
consequently. Based on the calibration previously carried out, concentrations of the
isoflavones were determined in the biological samples.

Key words: HPLC, daidzine, genistine, glycitine, analysis
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1. UVOD

Isoflavony jsou prirodni latky, které se vyskytuji v rostlinach bud’ ve formé glykosidu,
nebo ve form¢ volnych aglykont. V jejich molekuldch se nachazeji dvé fenolické
skupiny, diky kterym se isoflavony podobaji struktuie molekuly 17B-estradiolu. To jim
umoznuje vazat se na estrogenni receptory, predevsim na beta-estradiolové receptory, ke
kterym maji vétsi afinitu. Beta-estradiolové receptory se vyskytuji napiiklad v kostech
nebo v epitelu krevnich kapilar, ¢imz se vysvétluje pozitivni vliv isoflavonti na prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni a osteoporozy. Ovliviuji také fadu menopauzalnich
symptomu — navaly horka, vykyvy nalad, inavu ¢i poruchy spanku. Kromé estrogennich

-----

Cilem této diplomové prace bylo provést zakladni pokusy pro vyvoj metody stanoveni
koncentrace vybranych isoflavonti ve vzorcich biologického materidlu pomoci HPLC.
Predmétem stanoveni byly glykosylované formy (daidzin, genistin a glycitin) 1 volné
formy (daidzein, genistein) isoflavond.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody umoziuji analyzu smési (kvalitativni i kvantitativni) a
v analyze 1€Civ jsou proto Siroce vyuzivany. Jedna se o metody separacni, dochazi tedy
k oddélovani slozek vzorku mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi na zakladé
odlisné afinity délenych latek ke stacionarni (pevné, nepohyblivé) a mobilni (pohyblivé)
fazi. Zakladnim predpokladem pro separaci latek je vzajemnad interakce délenych slozek
s fazemi (mobilni i stacionarni), ke kterym dochazi v pribéhu chromatografického
procesu. (1)

2.1.1 Historie chromatografie

Za objevitele chromatografie je uznévan rusky botanik Michail Semjonovi¢ Cvét
(1872-1919). K jeho nejvétsim zdymim uz od studentskych let patiila fotosyntéza,
zejména chloroplasty. Snazil se najit i¢innou metodu pro separaci barviva chlorofylu z
chloroplastti, aby jeho vlastnosti v pfirodnim stavu zlistaly zachovany, a vyvinul novou
fyzikéalné-chemickou metodu zaloZenou na adsorp¢nich jevech, s niz dokazal na koloné
naplnéné uhliitanem vapenatym rozd¢lit pigmenty z chloroplastii a urcit je kvalitativné
1 kvantitativné. Upozornoval 1 na diilezitost volby vhodnych adsorbentd, rozpoustédel a
pracovnich podminek (rozméry kolony, tlak atd.)

Cvétova metoda méla spoustu oponentil, coz byl jeden z diivodl pro€ tento objev
byl nékolik let opomijen. Az koncem 30. let se tato chromatografickd metoda stava
uznavanou a je stale vice vyuzivdna. Roku 1948 dostal A. Tiselius Nobelovu cenu za
rozvoj metody, za vyzkumy elektroforézy a adsorpcni chromatografie.

Velkym milnikem v historii chromatografie se stal objev rozd€lovaci
chromatografie Martinem a Syngem, ktefi za tento objev, jeho vyznam a dosah ziskali
roku 1952 Nobelovu cenu. A v nasledujicich letech doslo k velkému rozvoji
chromatografie. Zdokonalovala se instrumentace, vznikaly stale ti¢inné&jsi kolony. Martin
spolu s Jamesem poloZili zaklad plynové chromatografii. Na zaklad¢ Cvétovy kolonové
kapalinové chromatografie vznikla vysokotc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC).

Do této doby byla chromatografie stdle jen prostfedkem badéani. Teprve v 60.
letech se zaCala uplatiovat i v fadé¢ pramyslovych odvétvi (petrochemicky,
farmaceuticky, potravinaisky ¢i kosmeticky prumysl). (2)

2.1.2 Rozdéleni chromatografickych metod
- podle charakteru mobilni faze
a) plynové chromatografie — mobilni fazi je inertni plyn

b) kapalinova chromatografie — mobilni f4zi je kapalina




podle usporadani stacionarni faze
a) kolonové usporadani

- kolonova chromatografie — stacionarni faze je umisténa v koloné

- nejcastéji vyuzivana je HPLC

b) plos$né uspotadani

- papirova chromatografie — star§i metoda, dnes jiz piekonana,
nahrazovana tenkovrstvou chromatografii

- stacionarni faze je soucasti chromatografického papiru

- tenkovrstva chromatografie — stacionarni faze je nanesena na pevném
plochém podkladu (napt. sklenéné desce nebo hlinikoveé folii)

podle podstaty separacniho procesu — pii separaci se uplatiiuje nékolik fyzikalné-

chemickych déjti soucasné, ale jeden z nich prevlada

a) rozdélovaci chromatografie — separace probihd na zdkladé rozdilnych
rozpustnosti slozek smési v mobilni (kapalina nebo plyn) a stacionarni fazi
(kapalina)

- v kapalinové chromatografii jsou vyuzivany dvé vzajemné nemisitelné
kapaliny, kde kapalna staciondrni faze je ukotvena na vhodném inertnim nosici

- v plynové chromatografii jsou separované latky unaSeny nosnym plynem
v kapalné stacionarni fazi

b) adsorpéni chromatografie — separace probiha na zékladé¢ rozdilnych

schopnosti slozek smési se poutat (adsorbovat se) na pevnou stacionarni fazi,
kterou byva nejcastéji silikagel nebo oxid hlinity
c) iontové — vyménnd chromatografie — pouze v kapalinové chromatografii

- separace probiha na zakladé rozdilnych afinit (ptitazlivych sil) slozek
smesi iontového charakteru ke stacionarni fazi, ktera je tvofena iontomeénicem s
iontovyménnymi skupinami

- katexy — ménice kationtli
- anexy — ménice aniontl

d) gelova chromatografie — separace probiha na zaklad¢ rizné velikosti molekul
slozek smési — molekulovy sitovy efekt

- stacionarni faze je tvofena poréznim materidlem — nejcastéji to byva
nabobtnaly dextranovy gel

10



- mens$i molekuly analytu pronikaji do vSech pért stacionarni faze a
zadrzuji se tedy ve stacionarni fazi déle nez velké molekuly, které pronikaji jen
do vétsich port a jsou tak vymyty rychleji

e) afinitni chromatografie — jeji uplatnéni v analyze 1é¢iv je omezené

- staciondrni faze je schopna vazat ze vzorku pouze urcité slozky, ke
kterym ma tzce selektivni vztah (afinitu) (1, 3)

2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf se sklada se téchto ¢asti:

2.2.1 Zasobnik mobilni faze

Zasobnik mobilni faze je dilezity pro udrZeni kontinuilniho provozu HPLC
systému. Jedna se o tlustosténné sklenéné nddoby opatiené specidlnimi filtry zajiStujici
zachyt suspendovanych tuhych c¢astic pfed vstupem do HPLC systému. Filtry jsou
vyrobené z kovu nebo teflonu a jejich porozita je 0,2 um. Zasobniky musi byt uzavieny,
aby z nich neunikaly pary rozpoustédla do okoli a aby nedoslo ke kontaminaci mobilni
faze z okolniho prostiedi (prach, mikroorganismy). (4)

2.2.2 Odplynovacé

Odplyniova¢ se nachdzi mezi zasobnikem mobilni faze a cCerpadlem, slouzi k
odplynéni mobilni faze a zajist'uje kontinuitu pritoku mobilni faze. Plyny v mobilni fazi
mohou ovlivnit funkci vysokotlakého ¢erpadla, miize dochéazet k uvolnéni bublin v sacich
ventilech a k zavzdusnéni hlavy pumpy. Pritok mobilni faze pak neni bezpulzni a
opakovatelny a diisledkem je kolisani tlaku v systému HPLC. (4)

2.2.3 Vysokotlaké ¢erpadlo

Vysokotlakd cerpadla vytlacuji mobilni fazi ze zasobniku a jejich cilem je
dosazeni prutoku v rozsahu od mikrolitri/min do desitek mililitri/min s méné nez 1%
kolisanim pritoku pii tlaku az 130 MPa. (3) Cerpadla byvaji nejéast&ji z nerezové oceli,
keramiky nebo titanu, aby byla odolnd vici korozi i pii pouziti mobilnich fazi, které
mohou byt agresivni. (4) Nesmi dochdzet k naruSovani mobilnich fazi a nesmi se do ni
uvoliovat zadné latky. (3)
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2.2.4 Davkovaé vzorka

V soucasné¢ dob¢ se k nastfiku vzorki do chromatografického systému pouzivaji
manudlni smyckové davkovace na principu piepinacich ventill nebo automatické
davkovace (tzv. autosamplery).

Vzorek je davkovan pomoci davkovaci smycky s Sesticestnym ventilem nebo s
n¢kolika tficestnymi ventily. V plnici fazi se smycka naplni vzorkem a mobilni faze
protékda mimo davkovaci smycku. Po otofeni ventilu zacne mobilni faze protékat
smyckou a vzorek je unasen proudem mobilni faze.

Mezi nastiiky jednotlivych vzorka se musi jehla i smycka oplachnout, aby nedoslo ke
kontaminaci vzorkd.

Autosamplery jsou vyhodngj$i diky mozZnosti automatizace, zejména pii
zpracovavani velkého poctu vzorkii. Vzorky jsou v autosampleru umistény ve vialkach.
Vialky jsou malé sklenéné nebo plastové lahvicky o rtiznych objemech (nejcastéji 2 ml),
uzaviené pryzovym septem nebo perforovanou zatkou z polypropylenu. Vnitini ¢ast septa
je pokryta teflonem a zamezuje piimému kontaktu vzorku s pryzovym septem. Do vialek
je mozné vlozit tzv. inserty, které maji mensi objem. (4)

2.2.5 SméSovaci zarizeni

SméSovac se pouziva pti gradientové eluci, kdy jsou miseny proudy ze dvou nebo
vice zasobnikl. Byva umistén pted nebo i za vysokotlakym cerpadlem.

RozliSujeme sméSovani za vysokého a nizkého tlaku:

- nizkotlaky gradient — miseni probihd za atmosférického tlaku ve sméSovaci
komiirce pted vstupem do vysokotlakého Cerpadla

- pomér slozek mobilni faze pro gradientovou eluci je fizen oteviranim a
zaviranim ventilti na vstupu do sméSovaci komiirky

- vyhoda — vysoka presnost tvorby gradientu

- nevyhoda — velky mrtvy objem a ¢asové zpozdéni gradientu

- vysokotlaky gradient — kazdé sloZzka mobilni faze je pfivddéna svym vlastnim
vysokotlakym ¢erpadlem do sméSovaci komirky, kterd je umisténa v prostoru za pumpou

- vyhoda — mensi mrtvy objem - malé zpozdéni gradientu a rychld odezva
na zmeénu sloZeni mobilni faze

- nevyhoda — nizkd pfesnost tvorba gradientu a nutnost pouziti dvou
vysokotlakych Cerpadel (4)
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2.2.6 Chromatograficka kolona

Chromatografickd kolona je trubice s hladkym wvnitinim povrchem, naplnénd
stacionarni fazi (4), v niz dochazi k rozdélovani smési na jednotlivé slozky, které jsou
unaseny mobilni fazi do detektoru (1). Vnitini primér kolony byva v rozmezi 2,1 az 5
mm a jeji délka je 10 az 300 mm. K vyrob¢ kolon se pouzivaji materidly, které jsou
schopné odolévat vysokym tlakim (do 100 MPa) a jsou odolné proti chemickému
pusobeni mobilni faze. Nejcastéji se pro jejich vyrobu pouziva nerezova ocel, PEEK
(polyetheretherketon) nebo specialné tvrzené sklo vlozené do kovového pouzdra. (4)

K ochran¢ hlavni kolony se pouzivaji pfedkolony, které¢ jsou umistény bud’ mezi
cerpadlem a davkovacim zafizenim, nebo mezi davkovacim zafizenim a kolonou. Jejich
ukolem je ochrana kolony pfed necistotami a nerozpustnymi materidly. (3)

2.2.7 Termostat kolony

Priitokem/tfenim mobilni fdze kolonou vznika tepelna energie, ktera se nasledné
rozptyluje celou chromatografickou kolonou a vznikaji teplotni gradienty. Vlivem
rozdilné teploty mize dochézet ke ztraté separacni ti€innosti a ovlivnéni retencnich cast.
Teplota ma také vliv na viskozitu mobilni faze.

Béhem analyz je proto dilezité udrzet teplotu konstantni. K tomu slouzi termostat,
ktery zajistuje rovnomérnou distribuci teploty v celém prostoru a zaroven brani i
lokalnim teplotnim vykyvam.

RozliSujeme kapalinové a teplovzdu$né termostaty, pfiCemz lepSi pienos tepla
zajist'uji kapalinové termostaty. (4)

2.2.8 Detektory

Detektor je zafizeni slouzici k detekci analyzovanych latek. Na detektory byvaji
kladeny urcité (idealni) pozadavky:

- vysoké citlivost, linearita, specifita, nedestruktivnost, spolehlivost a snadné
pouziti
- univerzalnost - odezva pro vSechny analyty, predvidatelnd odezva

- signal nezavisly na sloZeni mobilni faze nebo na zmén¢ teploty a pritoku atd.

4
2.2.8.1 Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory jsou nejcastéjSim typem detektordt v HPLC analyze
l1é¢iv (1). Jsou zalozeny na principu absorpce elektromagnetického zafeni v oblasti
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vinovych délek od 190 do 800 nm (4). Jejich vyhodou je zna¢na citlivost a moznost jejich
pouziti pti gradientové eluci (1).

2.2.8.2 Fluorimetrické detektory

Fluorimetrické detektory funguji na principu fluorescence a méti sekundarni (emisni)
zateni, které latka vyda po absorpci primarniho elektromagnetického (excitacniho) zareni
(4). Pouzivaji se v ptipadech, kdy analyzovana latka, jeji rozkladny produkt ¢i metabolit
ma schopnost fluorescence. Pokud latky nefluoreskuji, je mozné je derivatizaci
s vhodnymi ¢inidly pfeménit na fluoreskujici derivaty. Tyto detektory jsou citlivéjsi a
selektivnéjsi nez UV detektory. Jejich nevyhodou je nizs§i univerzalnost. Lze je také
vyuzivat u gradientové eluce. (1)

2.2.8.3 Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory se pouzivaji k detekci latek, které jsou schopné
elektrochemické reakce, probihajici na fazovém rozhrani elektroda - mobilni faze.
Nejcastéji se vyuzivd elektrochemické redoxni reakce. Umoziuji meéfit urcité
elektrochemické veli¢iny (napft. elektrodovy potencial, proud, kapacitu (4)), jejiz hodnota
je zavisla na koncentraci analyzované latky (1), vyvolanou priichodem latky pratokovou
celou detektoru.

Tyto detektory se vyznacuji vysokou citlivosti (4). Jejich nevyhodou je, Ze je nelze
pouzit u gradientové eluce (1).

2.2.8.4 Detektory na bazi aerosolu

Tyto detektory jsou univerzalni. Uplatnuji se zejména v oblasti farmaceutické a
potravinaiské analyzy — napft. v analyze lipidu, proteinti, steroidii, polymert atd.

HPLC eluent je za pomoci proudu dusiku jemné zmlzen, ¢imz vznikaji jemné kapky
aerosolu. Ve vyhfivané ¢asti dochazi k odpateni rozpoustédla a vznikaji castice analytu,
které jsou nasledné detekovany pomoci rozptylu svétla.

- whody — moznost univerzalni detekce netékavych analytd, nezdvislost
odpovédi detektoru na chemickych vlastnostech a jednoduchost ovladani

- nevyhody — zéavislost na sloZeni mobilni fdze, nemozZnost ziskat spektralni
data, znemoziujici potvrzeni identity pikl ¢i vyhodnoceni Cistoty pika (4)
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2.2.8.5 Refraktometrické detektory

Odezva refraktometrického detektoru je dana rozdilem indexu lomu mezi eludtem
obsahujicim analyzovanou latku a indexem lomu mobilni faze.

Tento detektor je sice univerzalni, ale ma fadu nevyhod — napf. mensi citlivost
detekce, zavislost odezvy detektoru na teploté ¢i nemoznost pouziti gradientové eluce (4).

2.2.8.6 Vodivostni detektory

Vodivostni detektory jsou univerzalni detektory a méfi elektrickou vodivost eluatu v
prutokové cele mezi dvéma elektrodami, na néz je vkladano stfidavé napéti, aby se
zabranilo polarizaci téchto elektrod. VyuZiva se zejména v iontové vymeénné
chromatografii.

Tento detektor je konstrukéné nenarocny. Jsou zde vysoké naroky na mobilni fazi. Ta
by méla byt nevodiva a zaroven musi analyzované latky dostatecné rozpoustét a mit
dostatecn¢ velkou permitivitu (4).

2.2.8.7 Hmotnostné spektrometricka detekce

Tento typ detekce je zalozen na spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii. Detekce
je vysoce selektivni, citliva, ale zaroven finan¢né narocna.

Po vystupu eluentu z HPLC je nutné odstranit mobilni fazi a molekuly vzorku
v plynném stavu ionizovat, poté dojde k rozdéleni iontl podle hmotnosti a naboje a
nasledné¢ k jejich detekcei (1).

2.2.9 Pocitac

Z detektoru je vhodné upraveny signal pienesen do pocitate s vhodnym
softwarem, ktery data zaznamena pro nésledné vyhodnoceni (1). Pocitac¢ slouzi také pro
ovladani a ladéni HPLC systému (4).

2.2.10 Stacionarni faze

Stacionarni faze je nepohyblivou slozkou chromatografického systému, na které
dochazi k vlastnimu separa¢nimu procesu. MlZe se jednat o tuhou latku nebo film
kapaliny zakotveny nebo chemicky navazany na tuhou matrici (nosic) (4).
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2.2.10.1 Silikagel

Aktivnim centrem silikagelu jsou hydroxylové skupiny, které se diky své
reaktivité pouzivaji pro ptipravu tzv. chemicky vazanych stacionarnich fazi.

Povrch silikagelu je slabé kysely a mtize se také pouzit jako iontoméni¢. Diky jeho
kyselosti dochazi k zadrzovani bazickych latek, coz mtize vést ke chvostovani pikt téchto
latek. Lze tomu zabranit pfidanim slabé organické baze (nejCastéji triethylaminu) do
mobilni faze. Nesmi ale dojit ke zvySeni pH mobilni faze nad hodnotu 8. Po piekroceni
této hodnoty zacina dochazet k rozpousténi silikagelu (4).

2.2.10.2 Oxid hlinity

I na povrchu oxidu hlinitého nalezneme hydroxylové skupiny, kromé& nich jsou
zde také centra s elektron-akceptorovymi vlastnostmi. Ty mohou interagovat s
molekulami bohatymi na elektrony.

Na povrchu oxidu hlinitého dochazi ke katalytickému $tépeni a rozkladu nebo
ireverzibilni adsorpci chromatografovanych latek, coz je diivod, pro¢ se pouziva méné
nez silikagel.

2.2.10.3 Chemicky vazané stacionarni faze

Chemicky véazané stacionarni faze jsou nejcastejSim typem stacionarni faze. Jejich
zékladem je silikagel, na jehoz povrchu jsou hydroxylové skupiny, na které se mohou
vhodnou chemickou reakci vazat rtizné ligandy. Jejich vyhodou je, Ze nedochazi k
vymyvani stacionarni faze z nosice ani jejimu ¢asteCnému rozpousténi ve fazi mobilni,
ani k mechanickému strhavani pti velkém pratoku mobilni faze.

Podle polarity ligandt rozliSujeme:
- poldrni faze — tvotena tifuhlikatymi fetézci zakonCeny skupinami -NH;, -CN

- ptikladem je aminopropyl, jehoZ nevyhodou je vysoka reaktivita. Mlze
reagovat s aldehydy nebo ketony za vzniku imind, nebo mize dochézet k oxidaci
¢1 za pritomnosti vody k hydrolyze NH» skupiny. Vysledkem hydrolyzy NH>
skupiny je alkalické prostfedi v porech, ¢imz by mohlo dojit k rozpousténi
silikagelu.

- nepolarni (reverzni) faze - taze etherového typu -Si-O-R - maji pouze omezené
pouziti, za pfitomnosti vody v mobilni fazi dochazi k jejich hydrolyze

- faze typu -Si-NH-R - je stabilné&jsi viici hydrolyze

- faze typu -Si-O-Si-R - jsou zcela odolné vii¢i hydrolyze
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- ligand R je tvofen uhlovodikovym fetézcem - C18, C8 nebo
fenylem (5)

2.3 Validace metody

Validace je proces, jehoz cilem je zajisténi spolehlivosti metody pti opakovaném
pouziti. Validaci se zjistuje, zda je dand metoda vhodnd pro zamysleny ucel, a to
ovefenim charakteristickych parametri:

Spravnost je definovéana jako shoda mezi ziskanou a skute¢nou hodnotou.

Ptesnost je definovadna jako mira shody mezi jednotlivymi vysledky, které se ziskaly
opakovanym méfenim jednoho homogenniho vzorku.

Selektivita je definovana jako vlastnost, kterd umoziuje spravné a specificky zméfit
danou latku za pritomnosti jinych latek (napt. pomocnych latek, rozkladnych produkti,
zbytkovych rozpoustédel atd.).

cvwr

cvwr

latky, kterd je stanovitelna s pfijatelnou presnosti a spravnosti.

Linearita je definovana jako schopnost metody podavat vysledky, které jsou ptimo
umeérné koncentraci stanovované latky.

Rozsah je definovan jako koncentra¢ni hranice, ve kterych se miize metoda pouzit.

Robustnost je definovana jako mira vlivu proménnych podminek na vysledek
analytického stanoveni. (6)
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2.4 Fytoestrogeny

Fytoestrogeny jsou pfirodni latky nesteroidni povahy vyskytujici se v rostlinach,
nejcastéji ve formeé glykosidii. Mohou se vyskytovat i ve formé aglykoni. Ve svych
molekulach obsahuji fenolové jadro, které umoziuje vazbu fytoestrogenu na estrogenni
receptor, ¢imz fytoestrogeny ziskdvaji estrogennim vlastnosti. Kromé¢ estrogennich
ucinkd vykazuji i u€inky antiestrogenni.

Rozdélujeme je na isoflavony, stilbeny, lignany a kumestany, které¢ se od sebe lisi
svymi estrogennimi vlastnostmi. (7, 8)

Nejvyznamnéj$im zdrojem fytoestrogenti jsou lusténiny z ¢eledi Fabaceae (bobovité)
- s¢ja lustinatd (Glycine max), ¢erveny jetel (Trifolium pratense), vojtéska (Medicago),
lékotice (Glycyrrhiza) a plosticnik / samorostlik (Cimicifuga / Actaea) z celedi
Ranunculaceae (pryskyinikovité). (8, 9)

2.4.1 Isoflavony

Isoflavony jsou sekundarni metabolity, jejichZ zdkladni strukturni jednotkou jsou dvé
benzenova jadra (A a B) spojena pies hyterocyklicky pyronovy kruh (C).

Biosyntéza isoflavonli vychéazi z aktivované kyseliny p-kumarové a tfi molekul
malonyl-CoA. Reakci vznikne chalkon, ktery podléha stereospecifické cyklizaci, a
vznikne flavanon obsahujici zdkladni chromanovy skelet. Plisobenim specifické
isomerazy dojde k ptfemisténi kruhu B z polohy C2 do polohy C3, a vznikne isoflavon.

V molekule isoflavonu jsou obsazeny dvé fenolické skupiny, jejichz vzdalenost se
prilis nelisi od vzdélenosti dvou hydroxylt (poloha C3 a C17) v molekule 17p-estradiolu,
ktera je podminkou jeho ucinku.

Diky podobné struktuie s 17p-estradiolem se isoflavony mohou vézat na estrogenni,
progesteronové ¢1 androgenni receptory. Od 17B-estradiolu vsak lisi rozdilnou afinitou k
alfa a beta-estradiolovym receptorim. Zatimco 17B-estradiol ma k obéma estradiolovym
receptortim afinitu stejnou, isoflavony maji vétsi afinitu k beta-estradiolovym receptorim
nez k alfa-estradiolovym receptoriim. Beta-estradiolové receptory se nachazeji zejména
v kostech, v epitelu krevnich kapilér, prostaté a vysSich centrech centrdlni nervové
soustavy. Alfa-estradiolové receptory jsou pfitomny pievazné v prsni a délozni tkani.
Praveé vétsi afinitou k beta-estradiolovym receptorim byva vysvétlovan pozitivni vliv na
prevenci kardiovaskularnich onemocnéni a osteoporozy (10).
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2.4.2 Utinky isoflavonii

2.4.2.1 Osteoporoza

Isoflavony jsou schopné stimulovat kostni tkan a mohou tedy mit pozitivni u¢inek na
osteoporozu. Ovliviiuji zejména osteoklastické a osteoblastické (alkalické fosfatazy)
faktory, k ucinku tedy nedochazi prostfednictvim estrogenovych receptort. Isoflavony
jsou schopny selektivné antagonizovat ucinky parathormonu, nedochazi tak k aktivaci
osteoklastll a vyplavovani vapniku a fosforu z kostni tkan¢ (8).

2.4.2.2 Kardiovaskularni systém

Isoflavony mohou mit pozitivni vliv na srde€ni onemocnéni. Diky svym redukénim
vlastnostem jsou schopny sniZzovat koncentraci lipidi a lipoproteini v plazmé. Ke
snizovani LDL cholesterolu dochazi pfimou stimulaci receptorii pro LDL v jatrech. Navic
isoflavony mohou inhibovat lipoxygenazu, tim chrani LDL lipoproteiny pted oxidaci a
snizuji riziko aterosklerdzy. (9, 11)

2.4.2.3 Menopauza

Isoflavony jsou schopny se vadzat na beta-estradiolové receptory, snizit tak hladinu
gonadotropinii v mozku a hypofyze a ovlivnit fadu menopauzalnich symptomu — poruchy
spanku, navaly horka, vykyvy nalad, deprese, unava, problémy s paméti ¢i obtizné
soustiedéni. (7, 12)

Mezi nejcastéjsi symptomy u Zen v obdobi menopauzy patii navaly. I pies velky pocet
studii vSak neexistuje zadny klinicky dikaz prokazujici pozitivni vliv isoflavonti na
frekvenci navall horka ¢i na jiné menopauzalni obtize. Pozitivni efekt byl zaznamenan
pouze u Zen s vyssi frekvenci navalti horka a u Zen, které byly schopné metabolizovat
isoflavony na equol, ktery byl prokazateln¢ detekovan v moc¢i. U Zen v reproduktivnim
véku by ale mohly byt isoflavony (ve vysSich davkéach) naopak Skodlivé a mohly by
zpusobit poruchy menstruac¢niho cyklu, endometridozu ¢i neplodnost (8, 13, 14).

2.4.2.4 Nadorova onemocnéni

Isoflavony diky vyssi afinité k beta-ER by mély indukovat apoptdzu a inhibovat
proliferaci T-47D a MCF-7 nadorovych bun¢k prsu.

Isoflavony mohou kompetitivné inhibovat 5-o-reduktazy a omezit tak progresi
rakoviny prostaty.

Vysledky studii vlivu isoflavonii na riziko vzniku ¢i na pribéh néadorového
onemocnéni ale nejsou jednotné. Vétsinovy nazor odbornik je, ze jejich ptiznivy vliv na
lidské zdravi ptevazuje nad moznymi riziky (8, 11, 15).
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2.4.2.5 Antioxida¢ni aktivita

Isoflavony kromé estrogenové aktivity maji také nehormondlni ucinky, napf.
antioxidac¢ni aktivitu.

Pro antioxidaéni aktivitu je nezbytnd piitomnost dvou hydroxylovych skupin (v
polohach C4 a C7) a aglykony vykazuji vyssi aktivitu nez glykosidy.

Antioxida¢ni vliv isoflavonoidl je spojen s jejich schopnosti redukce a vazby na
proteiny. Jsou schopny inhibovat tvorbu superoxidovych aniontd (9), branit LDL
cholesterol pted oxidaci a chranit organismus pted oxida¢nim poskozenim. Vyznamnou
roli hraji v prevenci nékterych onemocnéni u Zen po menopauze (8, 16).

2.4.3 Farmakokinetika isoflavonu

Isoflavony se vétsSinou nachazi ve formé glykosidi, které maji vyssi molekulovou
hmotnost a jsou hydrofilni, nemohou tak byt absorbovany ptimo, ale musi nejprve dojit
k jejich hydrolyze.

Hydrolyza glykosidii mize probihat po celé délce gastrointestindlniho traktu.
VétsSinou dochazi k hydrolyze v tenkém stfevé (jejunu) stievnimi bakteridlnimi beta-
glukosiddzami, ale hydrolyzovany mohou byt i v Zaludku kyselinou chlorovodikovou.
Hydrolyzou vznikaji volné aglykony, které jsou pasivni difuzi absorbovany pies stievni
epitel. Poté jsou v jatrech metabolizovany UDP-glukuronyltransferazou na glukuronidy.
Casteéné mize dochazet k metabolizaci i ve sliznici stfev pasobenim sulfotransferaz,
¢imz dojde ke vzniku sulfoglukuronidi. Tyto metabolity jsou poté vylucovany moci,
piipadné 1 stolici ven z téla. Mohou ale pifechdzet i do zlu¢i a nésledné¢ diky
enterohepatalnimu ob¢hu zpét do stieva, kde mize dojit k jejich dekonjugaci a k
opakovan¢ absorpci.

Daidzein se metabolizuje na dihydrodaidzein, ktery je dale pfeménovan na equol nebo
O-demethylangolensin (ODMA). K metabolizaci daidzeinu na equol dochazi pouze u 30-
40% populace.

Nevznikd naptiklad u déti v neonatdlnim véku, coz je dano absenci odpovidajici
sttevni mikroflory.

Genistein je metabolizovan na dihydrogenistein a dale na 6-hydroxy-ODMA a p-
ethylfenol (8, 11).
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2.4.4 Popis vybranych isoflavonii

2.4.4.1 Genistin, genistein

Genistin je isoflavon vyskytujici se predevsim v lusténinach, kde se nachazi ve
form¢ glykosidu 5,7,4"-trihydroxyisoflavon-7-glukosid. Hydrolyzou glykosylovaného
genistinu vznika aglykon genistein (5,7,4 -trihydroxyisoflavon) (10). Hydrolyza probiha
vétSinou v tenkém stievé (jejunu) stievnimi bakterialnimi beta-glukosiddzami. Genistein
je nasledné¢ metabolizovan na dihydrogenistein a dale na 6-hydroxy-ODMA a p-
ethylfenol. Genistein také mtize podléhat enterohepatadlnimu ob¢hu (11).

Genistein byl izolovan roku 1899 z kruc€inky barvifské (Genista tinctoria, Celed’
Fabaceae). V roce 1926 byla stanovena jeho struktura a o dva roky pozdéi byl
syntetizovan (17).

Genistin a genistein jsou strukturné podobné 17B-estradiolu a jsou schopné vazat
se na estrogenni receptory (pfedevSim beta-estrogenni receptory). V nékterych tkanich
napodobuji ucinky estrogenu a v jinych je naopak antagonizuji (10).

Pro estrogenni aktivitu genisteinu je nezbytna hydroxylové skupina v poloze 4’
na C kruhu. DileZité je také prostorové uspofadani tohoto hydroxylu s hydroxylem v
poloze 7 na kruhu A. Tato aktivita je redukovana methylaci nebo pfesunem fenolového
kruhu C z polohy 3 do polohy 2 pyranového kruhu. Estrogenni aktivita se rusi tplné v
piipadé¢, ze v poloze 7 bude objemny substituent — napt. O-gluk6za u genistinu. Genistin
tedy nema estrogenni aktivitu ani antioxida¢ni ucinky. Neni schopen ovlivnit
topoisomerazu II ¢i proliferaci bunék.

Genistein je schopny inhibovat topoisomerazu II a tyrosin-kinazu a tim inhibovat
bunécnou proliferaci a angiogenezi. Pro inhibi¢ni aktivitu je dilezitd hydroxylova
skupina v poloze 5 a hydroxyly v polohach 7 a 4" nezbytné pro projev této aktivity.

-----

kardiovaskularnich onemocnéni, menopauzy ¢i rakoviny. Potlacuje funkci osteoklasta,
diky ¢emuz je mozné ho vyuzit pti 1éCbe osteopordzy. Schopnost stabilizovat zirné bunky
je vyuZzivéana pii 1écbé alergii (18).

Obr. 1 Struktura genistinu (22)
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2.4.4.2 Daidzin, daidzein

Daidzin je isoflavon vyskytujici se predevsim v lusténinach, kde se nachazi ve
form¢ glykosidu 7,4’-dihydroxyisoflavon-7-glukosid. Hydrolyzou glykosylovaného
daidzinu vznika aglykon daidzein (7,4 -dihydroxyisoflavon) (10). Hydrolyza probiha
vétSinou v tenkém stieve (jejunu) stfevnimi bakteridlnimi beta-glukosiddzami. Daidzein
je nasledné metabolizovan na dihydrodaidzein, ktery je dale preménovan na equol nebo
O-demethylangolensin (ODMA). K metabolizaci daidzeinu na equol dochazi pouze u 30-
40% populace. Nevznika napiiklad u déti v neonatdlni veéku, coz je dano absenci
odpovidajici stirevni mikroflory. Daidzein také miize podléhat enterohepatalnimu ob&hu

(11).

Jedna se o nesteroidni slouceniny, které se svou strukturou podobaji 17(3-
estradiolu a jsou schopny interagovat s estrogennimi receptory (pfedevSim beta-
estrogenni receptory), mohou tak vyvolavat slabé estrogenni nebo i1 antiestrogenni G¢inky.

Daidzein je schopny inhibovat izoenzymy tfidy [ lidské alkoholové
dehydrogenazy (ALDH) a lidské mitochondridlni aldehyddehydrogenazy (ALDH-2).
Inhibice ADH 1 ALDH-2 vede k potlaceni konzumace alkoholu u lidi. Da se tak vyuzit k
1é¢be zavislosti na alkoholu (19).

Daidzein vykazuje také fadu dalSich biologickych tc¢inkt, které nesouviseji s jeho
antioxida¢ni ucinky nebo ochrana kiize a nervi. Tyto pfiznivé Gcinky jsou zpiisobeny
hlavné regulaci imunitni odpovédi, vychytavanim volnych radikdli kysliku, inhibici
proliferace atd.

Daidzein se pouziva i v tradi¢ni ¢inské medicin€, kde se pouziva k 1é¢be horecky,
akutni uplavice, cukrovky, srde¢nich dysfunkci, poskozeni jater atd.

Biologicky aktivni je pouze aglykon daidzein a nékteré jeho metabolity. Daidzin
obsahujici cukernou slozku je neaktivni (20).

Obr. 2 Struktura daidzinu (22)
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2.4.4.3 Glycitin, glycitein

Glycitin je stejné jako genistin a daidzin isoflavon vyskytujici se predevSim v
rostlindch celedi Fabaceae, kde se nachdzi ve formé& glykosidu 7,4 -dihydroxy-6-
methoxyisoflavon-7-glukosid. Hydrolyzou glykosylovaného glycitinu vznikd aglykon
glycitein (7,4'-dihydroxy-6-methoxyisoflavon) (10). Hydrolyza probihd vétSinou v
tenkém stieve (jejunu) stitevnimi bakterialnimi beta-glukosidazami. Glycitein také muize
podléhat enterohepatalnimu ob&hu (11).

Patii mezi fytoestrogeny, strukturné se tedy podobaji 173-estradiolu. Dilezita je
pritomnost fenolického kruhu, diky kterému muZzou interagovat s estrogenovymi
receptory a vykazuji estrogenové biologické ucinky (21). Maji vétsi afinitu k beta-
estradiolovym receptorim nez k alfa-estradiolovym receptorim, proto se pouzivaji k
prevenci osteopordzy, pusobenim na resorpci kosti, a ke snizeni rizika kardiovaskuldrnich
chorob. Kromé¢ toho maji antioxida¢ni a protizanétlivé ucinky (10).

Obr. 3 Struktura glycitinu (22)
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3. EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni Casti je uveden seznam pouzitych chemikalii, pomulcek a
pristroji. Dale jsou zde uvedeny postupy pripravy roztokl pouzitych k HPLC analyze.

3.1 Pouzity material
3.1.1 Chemikalie

- Deionizovana voda ¢isténa reverzni osmoézou (FaF)
- Kyselina mravenci p. a. 99% (Penta)

- Acetonitril for gradient elution CHROMASOLV®, (Aldrich)

3.1.2 Standardy

- Daidzein - 7,4’-dihydroxyisoflavon (Toronto Research Chemicals)

- Daidzin - 7,4’ -dihydroxyisoflavon-7-glukosid (Toronto Research Chemicals)

- Genistein - 5,7,4 -trihydroxyisoflavon (Toronto Research Chemicals)

- Genistin - 5,7,4"-trihydroxyisoflavon-7-glukosid (Toronto Research Chemicals)
- Glycitin - 7,4’ -dihydroxy-6-methoxyisoflavon-7-glukosid (Toronto Research

Chemicals)

3.1.3 Pomiicky a pristroje
- Automatické pipety
- Odmérna banka
- Odmérny valec
- Vialky
- Kéadinky
- Laboratorni 1zicka
- Sklenéna nélevka
- Vézenka

- Analytické vahy
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3.1.4 HPLC systém

K chromatografické analyze byl pouzit chromatograficky systém Agilent® Series
1200 SL, ktery zahrnoval:

- vakuovy mikrodegasér

- bindrni cerpadlo 1200 SL

- autosampler 1200 SL plus

- termostat autosampleru

- kolonovy termostat TCC Infinity 1290
- detektor s diodovym polem 1200 SL

- fluorescencni detektor 1200

- software: Agilent ChemStation, verze B. 04.02.

3.1.5 Kolona
K experimentiim v této diplomové praci byly pouzivany dvé kolony:
1) Ascentis® Express RP — Amide (Supelco), 2,7 um, 10 cm x 3 mm
2) Zorbax Eclipse® XDB-C18 (Agilent Technologies), 5,0 um, 25 cm x 4,6 mm.

3.2 Priprava pracovnich roztoki

3.2.1 Priprava roztoku Kkyseliny mravenci

Roztok kyseliny mravenci byl pouzit jako jedna ze sloZzek mobilni faze. Do
500 ml odmérné banky bylo automatickou pipetou napipetovano 565 pl 99 % kyseliny
mraven¢i. Po rysku odmérné bailky se doplnila ultracistd voda a roztok byl fadné
promisen n¢kolikerym pieklopenim. Takto piipraveny roztok mél koncentraci 0,03 mol/I.

3.2.2 Priprava zasobnich roztoki standardi

Jednotlivé standardy byly navazeny a v odmérné baiice rozpustény v rozpoustédle.
Jako rozpoustédlo byl zvolen acetonitril a kyselina mravenci. Piipravené zasobni roztoky
standardi byly uchovavany v lednici (pii 4-8 °C).

Vtab. 1 je uveden piehled pouZitych standardl isoflavontl, jejich navazek,
molarnich hmotnosti a koncentraci.
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Tab. 1 Prehled isoflavonii pro analyzu

navazka [me] molarni hmotnost molarni koncentrace
vaz
8 [g/mol] [mol/l]

genistin 1,0 432.4 2,31x10*
genistein 1,0 270,2 3,70 x 10
daidzin 1,0 416,4 2,40x 10
daidzein 1,0 2542 3,93 x 10
glycitin 0,9 446,4 2,02x10*

Ze zasobnich roztokl standarda bylo do vialek odpipetovano 100 pl. Poté bylo
piidano 900 ul smési mobilni faze, ktera byla slozena z roztoku kyseliny mravenci a

3.2.3 Piiprava mérenych roztoku standardi

acetonitrilu v poméru 17:3, a nasledné byl roztok fadné promisen.

Do vialek bylo odméteno 250 pl, 500 pl a 750 ul z kazdého ze zasobnich roztoka
standardli. Poté byl kazdy roztok doplnén do jednoho mililitru roztokem kyseliny

mravenci a dukladné promisen.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Roztoky standardu
4.1.1 Mobilni faze voda/acetonitril

Prvni pokusy byly provedeny s kolonou Ascentis® Express RP — Amide (Supelco),
2,7 um, 10 cm x 3 mm. Nejprve byla pouzita mobilni faze skladajici se z vody a
acetonitrilu. Méteni probihalo gradientovou eluci. Procentualni slozeni gradientu mobilni
faze voda/acetonitril v prubéhu analyzy je uvedeno v tab. 2. Pritok mobilni faze byl
nastaven na 0,5 ml/min. Kolona byla termostatovana na 30 °C. Na kolonu se nastiikovaly
roztoky standardli o objemu 10 ul. Vzorky byly detekovany pomoci detektoru s diodovym
polem. Sledovéany byly dvé vinové délky, a to 249 nm a 260 nm, ve kterych mayji
stanovované isoflavony absorpcni maxima (23).

Tab. 2 SloZeni gradientu mobilni fize voda/acetonitril v pribéhu analyzy

¢as [min] voda [%] acetonitril [%]
0 85 15
1 80 20
3 75 25
10 85 15

DAD1 C. Sig=249.8 Ref=460.100 (LIDNOV\Daidzin1.0)
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Obr. 4 Chromatogram daidzinu. Chromatografické podminky: voda/acetonitril
(gradientové eluce viz. tab. 2), pratok 0,5 ml/min, teplota 30 °C, nastiik 10 pl,
spektrofotometrické detekce A = 249 nm, tr = 3,6 min
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Tab. 3 Reten¢ni ¢asy isoflavonii, mobilni faze - voda/acetonitril

reten¢ni ¢as [min]
Daidzein 9,7
Daidzin 3,6
Genistein 5,9
Genistin 5.7
Glycitin 3,8

4.1.2 Mobilni faze kyselina mravenci/acetonitril

V dalSich méfenich byla zkouSena mobilni faze skladajici se z vodného roztoku
kyseliny mraven¢i a acetonitrilu. Mé&feni také probihalo gradientovou eluci.
Procentudlni sloZzeni gradientu mobilni faze kyselina mravenci/acetonitril v priabéhu
analyzy je uvedeno v tab. 4. Dal$i podminky analyzy zménény nebyly. Oproti mobilni
fazi voda/acetonitril doslo pouze k mirnému zkraceni retencnich ¢ast (viz tab. 5).

Tab. 4 SloZeni gradientu mobilni faze kyselina mraven¢i/acetonitril 1 v priabéhu

analyzy
¢as [min]| Kyselina mravenci [%] acetonitril [%]
0 85 15
1 80 20
3 75 25
10 85 15
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Obr. 5 Chromatogram daidzinu. Chromatografické podminky: kyselina
mravenci/acetonitril (gradientova eluce viz. tab. 4), pratok 0,5 ml/min, teplota 30 °C,
nastiik 10 pl, spektrofotometricka detekce A = 249 nm, tr = 3,6 min

Tab. 5 Retenc¢ni ¢asy isoflavonii, mobilni faze — kyselina mravenc¢i/acetonitril 1

reten¢ni ¢as [min]|
Daidzein 9,5
Daidzin 3,6
Genistein 5,6
Genistin 5,7
Glycitin 3,8

Nasledné byla vyzkouSena mobilni faze kyselina mravenci /acetonitril 1 k
isokratické eluci. K analyze byl pouzit roztok kyseliny mraven¢i a acetonitril v
pom¢éru 17:3.

Na chromatogramu roztoku standardu genistinu se objevil dvojity pik. Proto byla
provedena zména poméru slozek mobilni faze. Snizilo se mnozstvi acetonitrilu o 3%.
Snizenim elu¢ni sily mobilni faze, ale k rozdéleni dvojitého piku nedoslo.
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DAD1 C, Sig=249,2 Ref=460,100 (LIDNOV'Genistin3.D)
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Obr. 6 Chromatogram genistinu. Chromatografické podminky: kyselina mravenci
/acetonitril v poméru 17:3, pritok 0,5 ml/min, teplota 30 °C, nastiik 10 pl,
spektrofotometricka detekce A = 249 nm

Poté byl proveden vyplach kolony pomoci mobilni faze voda/acetonitril v poméru
1:9. Pti vyplachu byl detekovan pik pti obou vinovych délkach. Proto byla kolona
vymeénéna za kolonu Zorbax Eclipse® XDB-C18 (Agilent Technologies), 5,0 pm, 25
cm x 4,6 mm.

Testovani probihalo v reZimu gradientové eluce a byla pouZita mobilni faze
skladajici se z vodného roztoku kyseliny mravenci a acetonitrilu. Procentudlni sloZeni
gradientu mobilni faze v pribéhu analyzy je uvedeno v tab. 4. Analyza probihala pii
konstantnim pratoku mobilni faze 0,5 ml/min. Kolona byla termostatovana na 30 °C.
Vzorky byly detekovany pomoci detektoru s diodovym polem. Sledovany byly dvé
vinové délky - 249 nm a 260 nm.

DAD1 C, Sig=249,2 Ref=460,100 {LIDNOV\Daidzein4.D)

;

=
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Obr. 7 Chromatogram daidzeinu. Chromatografické podminky: kyselina mravenci
/acetonitril (gradientova eluce viz. tab. 4), priitok 0,5 ml/min, teplota 30 °C, nastiik
10 pl, spektrofotometricka detekce A = 249 nm, tr = 40,8 min
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Tab. 6 Reten¢ni ¢asy isoflavonii, mobilni fize — kyselina mravenci/acetonitril 2

reten¢ni ¢as [min]
Daidzein 40,8
Daidzin 4,1
Genistein 7,4
Genistin 7,3
Glycitin 42

Z retencnich Casti uvedenych v tab. 6 je poznat, ze retencni ¢as daidzeinu (tr =
40,8 min) je v porovnani s retencnimi Casy zbylych vzorkil standardi pomérné
dlouhy. Proto byl zménén pomér sloZzek mobilni faze. DoSlo k navySeni mnozstvi
acetonitrilu o 2% (viz. tab. 7), ¢imz by se hodnota reten¢niho Casu meéla snizit.
Reten¢ni Cas daidzeinu se zkratil skoro o polovinu (tr = 23,3 min). Z divodu
rozdilnych reten¢nich Casti daidzeinu a daidzinu by se tato metoda dala pouzit pro
jejich rozliSeni ¢i separaci aglykonu a glykosidu.

Tab. 7 SloZeni gradientu mobilni faze kyselina mraven¢i/acetonitril 2 v priabéhu
analyzy

¢as [min]| Kyselina mravenci [%] acetonitril [%]
0 83 17
1 78 22
3 73 27
10 83 17
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Obr. 8 Chromatogram daidzeinu. Chromatografické podminky: kyselina mravenci
/acetonitril (gradientova eluce viz. tab. 7), pritok 0,5 ml/min, teplota 30 °C, nastfik

10 ul, spektrofotometricka detekce A = 249 nm, tr = 23,3 min

4.2 Kalibrace

Kalibra¢ni roztoky o rliznych koncentracich byly pouZity pro zjisténi kalibracni

zévislosti. Piiprava kalibracnich roztoku je popsana v kapitole 3.2.4.

Rovnice linearni regrese byly nasledné pouzity pro stanoveni koncentrace

isoflavonti ve vzorcich biologického materialu.

4.2.1 Genistin

Tab. 8 Kalibracni zavislost genistinu

plocha piku [mAUs]

koncentrace [pug/ml]
249 nm 260 nm
25 1706,81 2206,2
50 3316,61 4295,1
75 5009,96 6421,9
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Obr. 9 Kalibrac¢ni kiivka genistinu pfi 249 nm
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Obr. 10 Kalibraéni kfivka genistinu pii 260 nm
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4.2.2 Genistein

Tab. 9 Kalibra¢ni zavislost genisteinu

plocha piku [mAUs]
koncentrace [pg/ml]
249 nm 260 nm
25 14,2 18,4
50 30,3 38,7
75 441 59,7
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Obr. 11 Kalibrac¢ni kiivka genisteinu pii 249 nm
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Obr. 12 Kalibraéni kfivka genisteinu pii 260 nm
4.2.3 Daidzin
Tab. 10 Kalibra¢ni zavislost daidzinu
plocha piku [mAUs]
koncentrace [pug/ml]
249 nm 260 nm
25 33533 3176,3
50 6302,2 5970,4
75 96724 9148.,8
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Obr. 13 Kalibrac¢ni kiivka daidzinu pii 249 nm
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Obr. 14 Kalibrac¢ni kiivka daidzinu pii 260 nm
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4.2.4 Daidzein

Tab. 11 Kalibraé¢ni zavislost daidzeinu

koncentrace [pg/ml]

plocha piku [mAUs]

-2000

koncentrace [pg/ml]

Obr. 15 Kalibrac¢ni kiivka daidzeinu pii 249 nm
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Obr. 16 Kalibraéni kfivka daidzeinu pfi 260 nm
4.2.5 Glycitin
Tab. 12 Kalibrac¢ni zavislost glycitinu
plocha piku [mAUs]
koncentrace [pug/ml]
249 nm 260 nm
22,5 1458.,4 1643,6
45 28134 3164,5
67,5 4113.,2 4617,2
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Obr. 17 Kalibra¢ni kiivka glycitinu pfi 249 nm
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Obr. 18 Kalibraéni kiivka glycitinu pfi 260 nm
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4.3 Vzorky biologického materialu

Potom byla provedena analyza 6 vzorkid biologického materidlu. Jednalo se o
skutecné vzorky zpokusti provadénych na Katedie biochemickych véd FaF UK.
K analyze byly dodany jiz extrakty biologického materidlu, které¢ byly rekonstituovany
ve vychozim slzeni mobilni faze. Na zékladé vysledkii pfedchozich experimentt byla pro
analyzu biologickych vzorkl vybrana kolona Ascentis® Express RP — Amide (Supelco),
2,7 um, 10 cm x 3 mm.

K analyze byla pouzita mobilni faze slozend zroztoku kyseliny mravenci a
acetonitrilu. Méfeni probihalo v rezimu gradientové eluce. Procentualni slozeni gradientu
mobilni faze kyselina mravenci/acetonitril v pribéhu analyzy je uvedeno v tab. 4.
Konstantni priitok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min. Kolona byla termostatovana
na 30 °C. Na kolonu byly nastfikovany vzorky biologického materidlu o objemu 10 pl.
Vzorky byly detekovany pomoci detektoru s diodovym polem. Sledovany byly opét dveé
vlnové délky - 249 nm a 260 nm.

Na chromatogramech kazdého vzorku biologického materialu byly na zakladé
retencnich Cast standardf, které jsou shrnuty v tab. 5, identifikovany piky isoflavont.
Kazdy vzorek byl nastiiknut tfikrat a hodnoty ploch pikl jednotlivych isoflavonli byly
zpramé&rovany. V piipad¢€, ze se nékterd z ploch jevila jako odlehld, nebyla do priméru
zahrnuta. Odlehlé¢ hodnoty jsou vtab. 13 — 18 vyznaceny kurzivou. Koncentrace
isoflavonli ve vzorcich byly vypocitainy pomoci difive namétenych kalibracnich piimek.
Vysledné koncentrace isoflavonti ve vzorcich jsou shrnuty v tab. 19 a 20.

4.3.1 Vzorek ¢. 1

V biologickém vzorku €. 1 byly pii vinové délce 249 nm nalezeny piky, jejichz
retencni Casy odpovidaly retenénim ¢asiim daidzinu (tr = 3,6 min) a genisteinu (tr = 5,6
min). Pfi vinové délce 260 nm byl kromé& piku daidzinu a genisteinu zaznamenan 1 pik
daidzeinu (tr = 9,5 min).
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Obr. 19 Chromatogram biologického vzorku €. 1, A =249 nm
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Obr. 20 Chromatogram biologického vzorku ¢. 1, A =260 nm

Tab. 13 Plochy pikii ve vzorku ¢. 1

249 nm

plocha piku [mAUs]

daidzin genistein
1. 166,0 35,6
2. 145,1 36,3
3. 158,0 38,6
primér 162,0 36,8

260 nm

plocha piku [mAUs]

daidzin genistein | Daidzein
123,7 342,5 80,2
110,5 320,0 78,4
122,0 349,0 77,5
122,9 345,8 78,7

Koncentrace daidzinu vypoctend dosazenim do rovnice linearni regrese
odpovidala 0,1 pg/ml. Vypocitand koncentrace genisteinu se u obou vlnovych délek lisila.
Podle vinové délky 249 nm odpovidala koncentrace 62 pg/ml, zatimco pii vinové délce
260 nm c¢inila koncentrace 434 pg/ml. Pik daidzeinu se objevil pouze pii vinové délce
260 nm. Plocha jeho piku odpovidala koncentraci 27,5 pg/ml.

4.3.2 Vzorek ¢. 2

V biologickém vzorku €. 2 byly nalezeny piky, jejichZ retencni Casy odpovidaly
retenénim ¢astiim daidzinu (tr = 3,6 min) a genisteinu (tr = 5,6 min).
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Obr. 21 Chromatogram biologického vzorku €. 2, A = 249 nm
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Obr. 22 Chromatogram biologického vzorku €. 2, A = 260 nm

Tab. 14 Plochy piki ve vzorku ¢. 2

249 nm 260 nm
plocha piku [mAUs] plocha piku [mAUs]
daidzin genistein daidzin genistein
1 134,5 471,7 90,2 166,4
2 119,2 67,4 92,2 97,6
3 115,0 108,1 89,3 177,9
prumér 122,9 - 90,6 172,2

Koncentrace daidzinu vypoctend dosazenim do rovnice linedrni regrese
odpovidala 0,8 pg/ml. V pfipadé genisteinu je z tab. 14 vidét, ze pfi 249 nm nelze ziskané
hodnoty primérovat, protoze se naprosto neshoduji. Proto byla jeho koncentrace uréena
pouze pti vinové délce 260 nm. Jeji hodnota ¢inila 216,8 pg/ml.
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4.3.3 Vzorek ¢. 3

V biologickém vzorku €. 3 byly pii vinové délce 249 nm nalezeny piky, jejichz
retencni ¢asy odpovidaly retencnim ¢asim daidzinu (tr = 3,6 min) a daidzeinu (tr = 9,5
min). Pfi vlnové délce 260 nm byl kromé piku daidzinu a daidzeinu zaznamenan i pik
genisteinu (tr = 5,6 min), jehoz absorp¢ni maximum je v 260 nm.
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Obr. 23 Chromatogram biologického vzorku €. 3, A =249 nm
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Obr. 24 Chromatogram biologického vzorku €. 3, A =260 nm
Tab. 15 Plochy pikii ve vzorku ¢. 3
249 nm 260 nm
plocha piku [mAUs] plocha piku [mAUs]
daidzin daidzein daidzin Genistein daidzein
1 20,7 62,0 19,7 307.8 51,9
2 24,5 62,6 223 316,1 51,4
3 22,6 61,1 21,3 313,6 49,8
priumér 22,6 61,9 21,1 312,5 51,0
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Plochy pikt daidzinu na chromatogramech jsou velmi malé a nelze je vyhodnotit
pomoci kalibra¢nich ptimek, proto neni koncentrace daidzinu v tomto piipad¢ stanovena.
Koncentrace daidzeinu odpovidala 27 pg/ml. Pik genisteinu se objevil pouze pii vinové
délce 260 nm. Plocha jeho piku odpovidala koncentraci 393 pg/ml.

4.3.4 Vzorek ¢. 4

V biologickém vzorku €. 4 byly nalezeny piky, jejichZ reten¢ni casy odpovidaly
retenc¢nim ¢astim daidzinu (tr = 3,6 min), genisteinu (tr = 5,6 min) a daidzeinu (tr = 9,5

min).
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Obr. 26 Chromatogram biologického vzorku €. 4, A = 260 nm

44




Tab. 16 Plochy piki ve vzorku ¢. 4

249 nm 260 nm
plocha piku [mAUs] plocha piku [mAUs]
daidzin |Genistein | daidzein daidzin | genistein | Daidzein
1 19,2 130,4 59,9 18,1 150,3 49,7
2 21,8 124,6 60,6 20,3 174,5 50,3
3 20,8 114,5 58,8 19,3 167,1 49,9
prumér 20,6 123,2 59,8 19,2 164,0 50,0

Plochy pikti daidzinu na chromatogramech jsou velmi malé a nelze je vyhodnotit
pomoci kalibra¢nich piimek, proto neni koncentrace daidzinu v tomto pfipad¢ stanovena.
Koncentrace genisteinu odpovidala 207 pg/ml. Koncentrace daidzeinu odpovidala
27 pg/ml.

4.3.5 Vzorek ¢. 5

V biologickém vzorku ¢. 5 byly nalezeny piky, jejichz retencni ¢asy odpovidaly
retencnim Castim daidzinu (tr = 3,6 min), glycitinu (tr = 3,8 min) a genisteinu (tr = 5,6
min).
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Obr. 27 Chromatogram biologického vzorku €. 5, A = 249 nm
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Obr. 28 Chromatogram biologického vzorku ¢. 5, A = 260 nm

Tab. 17 Plochy pikii ve vzorku ¢. 5

249 nm
plocha piku [mAUs]
daidzin | Glycitin | genistein
1 100,8 106,8 7,0
2 108,8 111,7 7,5
3 125,4 121,0 8,7
primér 111,7 113,2 7,7

260 nm

plocha piku [mAUs]

daidzin | glycitin | genistein
81,3 115,4 11,3
88,1 121,3 7,9
104,5 136,5 9,4
84,7 118,4 9,5

Koncentrace daidzinu vypoctend dosazenim

4.3.6 Vzorek ¢. 6

do rovnice linearni regrese
odpovidala 0,5 pg/ml. Koncentrace genisteinu odpovidala 13 pg/ml. Koncentrace
glycitinu odpovidala 1 pug/ml.

V biologickém vzorku €. 6 byly nalezeny piky, jejichZ reten¢ni ¢asy odpovidaly
retenénim Castim daidzinu (tr = 3,6 min), genistinu (tr = 5,7 min) a daidzeinu (tr = 9,5

min).
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Obr. 30 Chromatogram biologického vzorku €. 6, A = 260 nm
Tab. 18 Plochy pikii ve vzorku ¢. 6
249 nm 260 nm
plocha piku [mAUs] plocha piku [mAUs]
daidzin | genistin | daidzein daidzin | genistin | daidzein
1 1168,4 33,2 6273,6 1104,8 28,3 5245,5
2 1218,3 31,9 6082,8 1151,2 27,5 5087,4
3 1436,8 44,4 6338,9 1359,7 37,8 5302,7
primér | 11934 32,6 6231,8 1205,2 27,9 5211,9

Koncentrace daidzinu vypoctend dosazenim do rovnice linedrni regrese

odpovidala 9 pg/ml. Koncentrace genistinu odpovidala 0,003 pg/ml. Koncentrace
daidzeinu odpovidala 54 pg/ml.
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Tab. 19 Koncentrace jednotlivych isoflavoni v biologickych vzorcich (pii 249 nm)

koncentrace [pg/ml]
daidzin daidzein Genistein genistin Glycitin
vzorek ¢. 1 0,1 - 62,2 - -
vzorek ¢. 2 0,84 - - - -
vzorek €. 3 -1,4 27,2 - - -
vzorek C. 4 -1,4 27,2 207,7 - -
vzorek ¢. 5 0,3 - 13,2 - 1,2
vzorek €. 6 8,5 54,4 - 0,002 -

Tab. 20 Koncentrace jednotlivych isoflavoni v biologickych vzorcich (pi#i 260 nm)

koncentrace [pug/ml]
daidzin daidzein Genistein genistin Glycitin
vzorek €. 1 0,1 27,5 4344 - -
vzorek €. 2 0,72 - 216,8 - -
vzorek ¢. 3 -0,7 27,3 392,7 - -
vzorek ¢. 4 -0,7 27,3 206,5 - -
vzorek ¢. 5 0,7 - 12,8 - 1,0
vzorek €. 6 8,9 54,5 - 0,003 -

Z tab. 19 a 20 vyplyva, Ze volné formy isoflavonl byly obsaZeny ve vzorcich ve
vySSich koncentracich nez formy glykosylované. Je tedy mozné, Ze doSlo k rozpadu
glykosidické vazby glykosylovanych isoflavonil ve vzorcich, ¢imz se zvysila koncentrace
volnych forem isoflavond.
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Na chromatogramech vSech vzorkl biologického materidlu byl nalezen pik
daidzinu. V nékterych ptipadech vSak nebyly plochy piku daidzinu vyhodnotitelné. Tuto
nevyhodu by bylo mozné fesit zvySenim objemu nastiiku. K tomu by bylo nutné namérit
nové¢ kalibracni zavislosti.

Vétsina vzorkli obsahovala daidzein a genistein. Jejich koncentrace ve vzorcich
byly ale pomérn¢ variabilni. Genistin byl ve velmi nizké koncentraci nalezen ve vzorku
¢. 6 a glycitinu byl obsazen ve vzorku €. 5. Nejvyssich koncentraci dosahoval genistein,
rozdil v hodnotach zjisténych koncentraci pii obou vinovych délkach. To je ziejmé
mozné pricist vlivu biologické matrice, jejiz slozky mohly znecCistit pik genisteinu. Tuto
hypotézu nebylo mozné ovétit, protoze nebyl k dispozici slepy vzorek. To samoziejmé
vede k pochybnostem o Cistoté pikti dalsich isoflavoni. Nedostupnost slepé¢ho vzorku je
také divodem, pro¢ nemohla byt stanovena selektivita metody, detekéni limit a
kvantitativni limit.

Kladem je, Ze u ostatnich isoflavonii se koncentrace zjisténé pii obou vlnovych
délkach velmi shoduyi.

49



5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo provést pilotni pokusy pro vyvoj metody ke
stanoveni koncentrace vybranych isoflavont ve vzorcich biologického materidlu pomoci
HPLC pro vyzkumné ucely. Predmétem pokust byly glykosylované formy (daidzin,
genistin a glycitin) i volné formy (daidzein, genistein) isoflavont.

Byly vyzkousSeny rizné chromatografické podminky a nakonec byla za vhodnych
chromatografickych podminek provedena kalibrace pro jednotlivé isoflavony pii dvou
vlnovych délkach. Pti vSech pokusech byla pouzivana UV detekce. Ptipravenou metodou
bylo nasledné¢ analyzovano 6 biologickych vzorkid, které pochazely z Katedry
biochemickych véd FaF UK.

Z vysledkd vyplyva, ze volné formy isoflavont byly obsazeny ve vzorcich ve
vysSich koncentracich nez formy glykosylované. Pik daidzinu byl nalezen ve vSech
vzorcich biologického materidlu. Jeho plocha ale byla v nékterych ptipadech tak mala, Ze
koncentraci nebylo mozné urcit. VétSina vzorkli obsahovala 1 daidzein a genistein. Jejich
koncentrace byly ale pomérné variabilni. Genistin byl v nizké koncentraci nalezen ve
vzorku €. 6 a glycitinu byl obsaZen ve vzorku €. 5.

Vyvinutd metoda je tedy principidlné schopna slouzit ke stanovenému ucelu.
Jejim kladem je, Ze bylo mozné stanovovat koncentrace ptislusnych isoflavonti pomoci
UV detekce pii velice malém nastiiku (10 pl), ktery by navic bylo mozné v piipadé
potieby zvysit s ohledem na objem pouzité kolony. Jiz zminénym dal$im pozitivem je
velmi dobra shoda stanovenych koncentraci pti obou vinovych délkéch.

Naproti tomu neexistence slepého vzorku vrhé na tuto metodu stin, protoze nebylo
mozné overit jeji selektivitu.

V piipadé potieby bude mozné tuto metodu dale modifikovat, naptiklad
otestovanim fluorescen¢ni detekce pro zvyseni citlivosti.
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